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uporabo korekcijskega faktorja 2. Pri antimikotikih, ki delujejo fungistatično, smo 
dobili z vizualnim odčitavanjem kategorično neprimerljive rezultate z rezultati 
referenčnega laboratorija. Zaključili smo, da prilagojene metode za EUCAST niso 
primerne za uvedbo v rutinsko delo v mikoloških laboratorijih, saj se nezadostno 
ujemajo z referenčnimi vrednostmi. Izjema je amfotericin B. 
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AIDS sindrom pridobljene imunske pomanjkljivosti (angl. acquired 
immunodeficiency syndrome) 
ANF  anidulafungin 
APH   amfotericin B 
CAND   kromogen agar CHROMagar CANDIDA 
CAS   kaspofungin 
CLSI  Inštitut za klinične in laboratorijske standarde (angl. The Clinical 
& Laboratory Standards Institute) 
DMSO  dimetil sulfoksid  
ECDC Evropski center za preprečevanje in nadzor bolezni (angl. 
European Centre for Disease Prevention and Control) 
ECV  epidemiološke mejne vrednosti (angl. Epidemiologic Cutoff 
Values) 
EMA   Evropska agencija za zdravila (angl. European Medicines Agency) 
ESCMID Evropsko združenje za klinično mikrobiologijo in nalezljive 
bolezni (angl. European Society for Clinical Microbiology and 
Infectious Diseases) 
EUCAST  Evropski odbor za testiranje protimikrobne občutljivosti (angl. The 
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) 
FCA flukonazol 
FCY   flucitozin 
FdUMP 5  fluorodeoksiuridin monofosfat 
FUDP 5  fluorouridin difosfat 
FUMP 5  fluorouridin monofosfat 
FUTP 5  fluorouridin trifosfat 
HIV virus humane imunske pomanjkljivosti (angl. Human 
Immunodeficiency Virus) 
I    mejno občutljiv (angl. Intermediate) 
IT  itrakonazol 
MH gojišče  Mueller-Hinton agar 
MIF   mikafungin 
MIK minimalna inhibitorna koncentracija (angl. Minimum Inhibitory 
Concentration) 
MOPS 3-N-morfolin propan sulfonska kislina  
NI    ni interpretacije 
OD   optična gostota (angl. Optical Density) 
PD   farmakodinamika (angl. pharmacodynamic) 
PDT    farmakodinamska tarča (angl. pharmacodynamic target) 
5-FU   5-fluorouracil 
PK   farmakokinetika (angl. pharmacokinetic) 
POS   posakonazol 
R   odporen (angl. Resistant) 
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RPMI 1640 gojišče (angl. Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium) 
S    občutljiv (angl. Susceptible) 
SGC2    Sabouradov agar z dodanim gentamicinom in kloramfenikolom 
TIO   tioglikolatni bujon 
UK NEQAS  Nacionalna služba Združenega Kraljestva za zunanjo oceno 
kakovosti (angl. United Kingdom National External Quality 
Assessment Service) 
VOR   vorikonazol 
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1 UVOD 
 
Številne kvasovke so ubikvitarni mikroorganizmi, ki se razmnožujejo z brstenjem. 
Najdemo jih v zemlji, na rastlinju in v zraku. So preprosti enocelični heterotrofni 
evkarionti, ki so v naravi prisotni kot saprofiti, paraziti in komenzali. Nekateri izmed njih 
so pri človeku del normalne črevesne mikrobiote. Pogostnost okužb z njimi je sorazmerno 
majhna, kar pojasnjuje dejstvo, da je človek pred glivami dobro zavarovan. Varujeta ga 
humoralni in celični imunski odziv, pri čemer ima slednji odločilno obrambno vlogo. 
Večina gliv lahko okuži imunsko oslabljene osebe. Klinični potek sistemskih 
oportunističnih glivnih okužb je večinoma težak, izid pa kljub intenzivnemu 
antimikotičnemu zdravljenju pogosto smrten (Matos, 2002). 
 
Po obliki ločimo kvasovke, plesni, dimorfne glive in gobe. Dimorfne glive lahko rastejo 
kot kvasovke in plesni, odvisno od razmer v okolju. Kvasovke se razmnožujejo z 
brstenjem. Mlade, vzbrstele celice imenujemo blastokonidiji. Slednje se lahko popolnoma 
ločijo od starševskih celic ali pa z njimi ostanejo v stiku. Na ta način nastane veriga celic, 
nanizanih druga za drugo. Občasno hčerinska celica ne tvori brstov, ampak se začne 
podaljševati. Nastala struktura spominja na hifo in jo imenujemo psevdohifa. Ta fenomen 
srečamo na primer pri kvasovki Candida albicans. Celična stena daje glivam obliko, jih 
ščiti pred velikimi spremembami osmotskega tlaka v okolju in jim določa antigenske 
lastnosti. Sestavljena je pretežno iz ogljikovih hidratov, med njimi so najpomembnejši β-
glukani, manani in hitin. Pod celično steno leži dvoslojna celična membrana, sestavljena 
predvsem iz fosfolipidov in sterolov. Najpomembnejša sterola sta ergosterol in 
zimosterol, ki ju v celičnih membranah sesalcev ne najdemo. Gradniki celične stene in 
membrane so pogosto tarča različnih skupin antimikotikov. Glive lahko škodljivo 
vplivajo na človeški organizem, kar se lahko kaže kot preobčutljivostna reakcija, 
zastrupitev ali okužba. Iz kliničnih vzorcev najpogosteje izoliramo vrste: C. albicans, 
Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis in Issatchenkia orientalis 
(Matos, 2002). 
 
Glivne okužbe predstavljajo enega izmed večjih globalnih zdravstvenih problemov in 
povzročijo približno 1,4 milijona smrti letno (Perlin, 2014). So glavni povzročitelj smrti 
pri bolnikih po presaditvi organov in krvotvornih matičnih celic ter pri bolnikih, okuženih 
z virusom HIV (Armstrong-James in sod., 2014; Kauffman in sod., 2014). Kljub široki 
uporabi potiretrovirusnega zdravljenja okužb z omenjenim virusom povzročijo okoli 
milijon smrti letno, kar predstavlja približno 50 % smrti, povezanih z AIDS (Armstrong-
James in sod., 2014). Oportunistični povzročitelji glivnih okužb največkrat okužijo 
bolnike z oslabljenim imunskim sistemom: bolnike, ki so hospitalizirani v enotah 
intenzivne terapije, s hematološkimi malignimi boleznimi, po presaditvi krvotvornih 
matičnih celic in organov, druge bolnike na imunosupresivni terapiji, okužene z virusom 
HIV in bolnike, ki se zdravijo s kemoterapijo (Singh, 2001). 
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Za izbor ustreznega zdravljenja potrebujemo rezultate občutljivosti gliv, kadar ne 
moremo zanesljivo predvideti občutljivosti iz identifikacije, v primeru invazivnih in 
ponavljajočih se okužb, če ne pride do odziva na zdravljenje in ko obstaja možnost za 
pridobljeno odpornost izolata proti protiglivnemu zdravilu. Referenčne metode za 
testiranje občutljivosti so dilucijske metode in se uporabljajo za določitev minimalnih 
inhibitornih koncentracij (MIK) protimikrobnih zdravil. (EUCAST, 2017d). 
 
1.1 NAMEN DELA 
 
 Primerjati rezultate občutljivosti kvasovk (MIK in interpretacije) pridobljene z 
različicama komercialne mikrodilucijske metode prilagojenima po standardu 
EUCAST z referenčnimi vrednostmi, ki so interpretirani po standardu EUCAST. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
 Z vizualnim odčitavanjem prilagojenih mikrodilucijskih metod dobimo 
primerljive rezultate z referenčno metodo znotraj posameznih interpretacijskih 
shem. 
 S spektofotometričnim odčitavanjem minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) 
dobimo ujemanje z referenčnimi vrednostmi za ± 2 redčitveni stopnji. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 INVAZIVNE GLIVNE OKUŽBE 
 
Pojavnost invazivnih glivnih okužb v zadnjih desetletjih narašča. Vzrokov je več, večina 
pa je povezanih z vse večjo invazivnostjo medicinskih posegov, hemodializo, 
operacijami, presaditvami organov in čedalje večjim številom bolnikov z boleznimi, ki 
slabijo imunski odziv ali prejemajo imunosupresivna zdravila. Drugi dejavniki so še 
obravnava na oddelkih za intenzivno zdravljenje, dolgotrajno prejemanje protimikrobnih 
zdravil, parenteralne prehrane in drugo. Glivne okužbe pomembno prispevajo k 
umrljivosti tovrstnih bolnikov. Najpogostejši povzročitelji glivnih okužb v razvitem svetu 
so kvasovke iz rodu Candida in plesni iz rodu Aspergillus (Lejko-Zupanc, 2014). 
 
2.1.1 Empirično zdravljenje 
 
Pri bolnikih z nevtropenijo, ki imajo vročino, najpogosteje gre za hemato-onkološke 
bolnike, in ta po 3–5 dneh zdravljenja z antibiotiki širokega spektra ne upade, zaradi 
velikega tveganja za invazivno glivno okužbo, empirično uvedemo antimikotik, 
ehinokandin ali liposomalni amfotericin B. Na odločitev o izbiri zdravljenja pomembno 
vpliva predhodna protiglivna kemoprofilaksa. Tovrstni pristop k obvladovanju invazivnih 
glivnih okužb za večino strokovnjakov predstavlja zlati standard zdravljenja (Lejko-
Zupanc, 2014). 
 
2.1.2 Kandidoza 
 
Kandidoza je glivna okužba, ki jo povzročajo glive iz rodu Candida. Največkrat 
povzročajo omejene okužbe sluznic urogenitalnih in prebavnih poti, redko pa invazivno 
okužbo, ki se kaže kot kandidemija ali okužba s prizadetostjo notranjih organov in 
tkiv – krvno-invazivna okužba. Povzročitelji normalno naseljujejo kožo, celotna 
prebavila, vključno z usti in žrelom, ter urogenitalne poti, predvsem pri ženskah. Pri 
invazivni obliki bolezni kandida prehaja v kri iz sluznic, redkeje iz kože, kjer se 
prekomerno razraste ter preide iz blastokonidijev v invazivnejše psevdohife, izjema je 
C. glabrata. Invazivna kandidoza najpogosteje nastane pri kritično bolnih osebah, ki se 
dolgo zdravijo na oddelkih za intenzivno zdravljenje (Pikelj-Pečnik, 2014). 
2.1.2.1 Klinična slika kandidoze 
Klinična slika simptomatske kandidoze je raznolika. Kaže se lahko le z omejeno 
prizadetostjo sluznic prebavnih poti, predvsem ustnega dela žrela in požiralnika, in 
sluznic urogenitalnih poti. Candida spp. ima v okoliščinah zmanjšane odpornosti 
gostitelja ali ob prisotnosti prej naštetih dejavnikov tveganja sposobnost, da se lokalno 
razraste, vdre v bližnja tkiva in organe ali pa se po krvi – kandidemija razseje v različne, 
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tudi življenjsko pomembne organe. Kandidemija ali invazivna kandidoza lahko poteka v 
različnih oblikah: od blage vročinske bolezni pa vse do hude oblike s sepso in septičnim 
šokom. Če so v sklopu kandidemije prizadeti tudi različni notranji organi, govorimo o 
tkivno-invazivni kandidozi, ki jo večinoma ugotovimo brez dokazane kandidemije. 
Tkivno-invazivna kandidoza redko nastane brez razsoja po krvi. Najpogostejša je v 
trebušni votlini po abdominalnih operativnih posegih. Hepatosplenična ali kronična 
razsejana kandidoza je zelo redek zaplet kandidemije, pri kateri so prisotni številni 
mikroabscesi v jetrih, vranici, tudi v ledvicah in redkeje v drugih organih. Pojavlja se 
skoraj izključno pri bolnikih z malignimi hematološkimi boleznimi po obdobju 
nevtropenije. Ti bolniki imajo verjetno v obdobju akutne hematološke bolezni 
kandidemijo, ki ne povzroča simptomov in je lahko posledica vdora kandide iz črevesa v 
portalni krvni obtok. Bolniki imajo praviloma dolgotrajno vročino, bolečine pod desnim 
rebrnim lokom, so brez apetita, pogosto jim je slabo in tudi bruhajo (Pikelj-Pečnik, 2014). 
2.1.2.2 Diagnoza kandidoze 
Dokazano je, da zgodnje diagnosticiranje in zgodnje zdravljenje pomembno zmanjšata 
smrtnost bolnikov z invazivno kandidozo. Smrtnost bolnikov s kandidemijo je po 30 dneh 
od postavitve diagnoze 52–75 %, odvisno od vrste povzročitelja. Največja je pri bolnikih 
s kandidemijo, ki jo povzroča C. tropicalis. Najpomembnejša mikrobiološka metoda za 
neposreden dokaz kandidemije je hemokultura, ki je pozitivna le pri približno dveh 
tretjinah primerov kandidemije. Inkubacija krvi traja vsaj pet dni. Temeljna diagnostična 
metoda za ugotovitev tkivno-invazivne kandidoze je histopatološki pregled vzorca tkiva 
in osamitev povzročitelja iz odvzetega tkiva. Ob negativnem izvidu kandidoze ne 
moremo izključiti (Pikelj-Pečnik, 2014). 
 
2.1.3 Kriptokokoza 
 
Povzročitelji kriptokokoze pri človeku izhajajo iz dveh kompleksov: kompleks 
Cryptococcus neoformans in kompleks Cryptococcus gattii. Do okužbe pride z 
vdihavanjem spor iz zraka. Vrste iz kompleksa C. neoformans so razširjene po vsem svetu 
in povzročajo okužbe predvsem pri imunsko oslabljenih osebah. Vir okužbe predstavljajo 
iztrebki golobov in drugih ptic ter okužena prst. Vrste iz kompleksa C. gattii bolj pogosto 
okužijo imunsko kompetentne osebe, večinoma jih najdemo na (sub)tropskih in 
sredozemskih vrstah dreves (Bogovič, 2014). 
 
2.1.3.1 Klinična slika in patogeneza kriptokokoze 
 
Kriptokokni meningitis je najpogostnejša klinična slika, možne so tudi pljučna 
kriptokokoza in kriptokokoze ostalih organov (Matos, 2002; Bogovič, 2014). Glivo 
C. neoformans obdaja značilna polisaharidna kapsula, ki je pomemben virulentni 
dejavnik, saj dokazano zavira fagocitozo nevtrofilcev in nastajanje protiteles. Med 
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okužbo se polisaharidna kapsula v likvorju, serumu in drugih telesnih tekočinah raztopi 
in jo lahko serološko dokažemo (Matos, 2002). 
 
2.1.3.2 Diagnoza kriptokokoze 
 
Diagnoza temelji na bolezenskih simptomih in znakih ter na izvidih mikrobioloških in 
histoloških preiskav. V pomoč so nam tudi slikovne preiskave. Za dokončno potrditev 
kriptokokoze moramo kriptokoka dokazati v normalno sterilnem tkivu. Najbolj specifična 
diagnostična metoda je osamitev iz krvi, možganske tekočine ali drugih, normalno 
sterilnih kliničnih vzorcev. Neposreden mikroskopski pregled razmaza vzorca 
možganske tekočine, obarvanega z indijskim črnilom, je hitra diagnostična metoda. 
Preiskava je pozitivna pri 80 % bolnikov z aidsom ter pri polovici bolnikov z drugimi 
osnovnimi boleznimi, ki imajo kriptokokni meningitis. Na voljo imamo tudi visoko 
specifične in občutljive antigenske teste, s katerimi lahko določamo prisotnost 
kriptokoknega polisaharidnega antigena v krvi in možganski tekočini. Pri bolezni, ki je 
omejena le na dihala, je izvid antigenskega testa v krvi običajno negativen (Bogovič, 
2014). 
 
2.2 EUCAST IN CLSI 
 
EUCAST (angl. The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) je 
evropski odbor, ki so ga leta 1997 ustanovili: ESCMID (angl. European Society for 
Clinical Microbiology and Infectious Diseases), ECDC (angl. European Centre for 
Disease Prevention and Control) in nacionalne komisije za spremljanje občutljivosti 
nekaterih evropskih držav. Ukvarja se z vzpostavitvijo mejnih vrednosti in tehničnimi 
vidiki fenotipskega in vitro testiranja občutljivosti in sodelujejo z evropsko agencijo za 
zdravila EMA (angl. European Medicines Agency) (EUCAST, 2017a). 
 
V ZDA že več kot 40 let deluje CLSI (angl. Clinical Laboratory Standards Institute), 
nedobičkonosna organizacija, ki združuje svetovne laboratorije in poskuša izboljšati 
laboratorijsko medicino z razvojem kliničnih laboratorijskih standardov (CLSI, 2017). 
 
2.2.1 Določanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK)  
 
Za določanje MIK obstajajo različne komercialne metode, kot so E-test, disk difuzijska 
metoda in Vitek 2 ter referenčne dilucijske metode po standardu EUCAST in po standardu 
CLSI (Alastruey-Izquierdo in sod., 2015). 
 
MIK je definirana kot najnižja koncentracija protiglivnega zdravila v mg/L, ki inhibira 
rast gliv do vnaprej določene stopnje, 50 %, 90 % ali 100 % inhibicije rasti. Iz MIK 
ugotovimo, ali je izolat občutljiv ali odporen za določen antimikotik, kar nam je v pomoč 
pri odločitvi o zdravljenju (EUCAST, 2017d). 
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Z referenčnimi metodami določamo aktivnost novih protiglivnih zdravil, potrjujemo 
občutljivost organizmov, ki jo dobimo s komercialnimi testi, in določamo občutljivost 
organizmov, za katere so druge oblike testiranj nezanesljive. Pri dilucijskem testiranju so 
glive opredeljene glede na njihovo sposobnost rasti v mediju znotraj vdolbinic 
mikrotitrske ploščice, ki vsebujejo serijske redčitve protiglivnih zdravil (EUCAST, 
2017d). 
 
2.2.1.1 Disk difuzijska metoda 
 
Disk difuzijska metoda omogoča testiranje občutljivosti vrst iz rodu Candida za 
kaspofungin, flukonazol in vorikonazol. Priporoča se uporaba Mueller-Hintonovega 
(MH) agarja z 2 % glukozo in dodatkom barvila metilensko modro. Na agarizirano MH 
gojišče s sterilnim brisom enakomerno nanesemo umerjeno suspenzijo kvasovk in na 
inokulirano gojišče položimo diske iz protiglivnih zdravil. Rezultate se odčita po 24-urni 
inkubaciji tako, da se izmeri premer inhibicijskih con, ki nastanejo okoli antimikotičnega 
diska. Na podlagi velikosti premera inhibicijske cone se določi občutljivost izolata na 
dotičen antimikotik. V primeru nezadostne rasti se čas inkubacije podaljša za 24 ur 
(Alastruey-Izquierdo in sod., 2015).  
 
 
 
Slika 1: Disk difuzijska metoda za občutljivost C. albicans na flukonazol (Kirkpatrick in sod., 1998). 
 
2.2.1.2 Vitek® 2 
 
Vitek® 2 (BioMérieux, Lyon, Francija) sistem za testiranje občutljivosti je popolnoma 
avtomatizirana komercialna metoda za spektofotometrično določanje MIK in 
identifikacijo kvasovk. Vključuje sistem dveh Vitek 2 kartic za biokemijsko identifikacijo 
in testiranje občutljivosti, ki temelji na mikrodilucijski metodi. Omogoča testiranje 
občutljivosti za amfotericin B, flukonazol, vorikonazol in flucitozin (Cuenca-Estrella in 
7 
Obreza A. Primerjava metod za ugotavljanje občutljivosti invazivnih kvasovk za antimikotike. 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
sod., 2010). Inokulum se umeri z denziometrom Vitek 2 DensiCheck, nato je sistem 
popolnoma avtomatski (Bourgeois in sod., 2010). 
 
 
 
Slika 2: Vitek 2 (BioMérieux, 2017a). 
 
2.2.1.3 Metoda difuzijskega gradienta 
 
Metoda difuzijskega gradienta je široko uporabljana metoda za testiranje občutljivosti v 
mikrobioloških laboratorijih po svetu. Protiglivna zdravila z naraščajočim 
koncentracijskim gradientom so nanešena na sintetično ali celulozno membrano 
(BioMérieux, 2017b). Za izvedbo se priporoča uporaba agarja RPMI 1640 z 2 % glukozo, 
na katerega po inokulaciji položimo membrano z difuzijskim gradientom. Po 24-urni 
inkubaciji odčitamo MIK na meji stika med zunanjo cono inhibicijske elipse in 
membrano. Če je končna točka inhibicijske elipse čista, je to iskana MIK. Pri azolih ne 
iščemo 100 % inhibicije, ampak cono, v kateri je velikost kolonij zmanjšana. Priporočena 
je interpretacija po CLSI standardu (Song in sod., 2015). 
 
 
 
Slika 3: E-test za občutljivost I. orientalis za mikafungin in anidulafungin. 
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2.2.1.4 Mikrodilucija 
 
Za določanje MIK protiglivnih zdravil za invazivne izolate gliv se uporabljata 
mikrodilucijski metodi po standardu CLSI in EUCAST. Pri obeh poteka inkubacija pri 
35 °C, MIK za azole, ehinokandine, amfotericin B in flucitozin se odčita po 24-urni 
inkubaciji in pri določanju MIK za azole in ehinokandine se upošteva 50 % inhibicijo 
rasti. Prisotne so tudi manjše razlike (Alastruey-Izquierdo in sod., 2015). 
 
Pri metodi po standardu EUCAST se uporablja gojišče RPMI 1640 z 2 % glukozo, 
inokulum v koncentraciji 0,5–2,5 x 105 CFU/mL in mikrotitrske ploščice z ravnim dnom 
zaradi spektofotometričnega odčitavanja rezultatov. MIK za azole se odčita po 24-urni 
inkubaciji, pri določanju MIK za amfotericin B se upošteva ≥ 90 % inhibicija rasti 
(EUCAST, 2017d). 
 
Pri metodi po standardu CLSI se uporablja RPMI 1640 gojišče z 0,2 % glukozo, inokulum 
v koncentraciji 0,5–2,5 x 103 CFU/mL in mikrotitrske ploščice z zaobljenim dnom zaradi 
vizualnega odčitavanja rezultatov. MIK za amfotericin B, ehinokandine in flukonazol se 
lahko odčita po 24-urni inkubaciji v primeru zadostne rasti, sicer se inkubacija podaljša 
za 24 ur.  Pri določanju MIK za amfotericin B se upošteva 100 % inhibicijo rasti (CLSI, 
2008). 
 
Oba standarda sta uvedla spremembe za določanje MIK pri vrstah iz rodu Cryptococcus: 
CLSI priporoča odčitavanje MIK za Cryptococcus spp. po 70–74-urni inkubaciji, medtem 
ko EUCAST priporoča inkubacijo mikrotitrskih plošč pri 30 °C, če razlika v optični 
gostoti (OD) med pozitivno in negativno kontrolo ne znaša vsaj 0,2 (EUCAST, 2017; 
CLSI, 2008). 
 
Poleg omenjenih referenčnih metod se v mikrobioloških laboratorijih pogosto uporabljajo 
tudi druge metode, predvsem metodi gradient difuzije in Vitek 2 (Bourgeois in sod., 2010; 
Alastruey-Izquierdo in sod., 2015). 
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Slika 4: Mikrodilucija za občutljivost I. orientalis z dodanim indikatorjem AST. 
 
2.2.2 Mejne vrednosti 
2.2.2.1 Epidemiološka in klinična opredelitev 
 
Glavni namen testiranja občutljivosti je izbor ustrezne zdravila glede na dani izolat. 
Metode odkrivanja odpornih sevov imajo tudi velik epidemiološki pomen. Pri obeh 
sistemih, EUCAST in CLSI, so opredeljene mejne vrednosti za nekatere vrste gliv in 
protiglivna zdravila. Izolat lahko opredelimo kot občutljiv ali odporen na dva načina: 
epidemiološkega in kliničnega (Alastruey-Izquierdo in sod., 2015). 
 
Pri epidemiološki opredelitvi je izolat opredeljen kot občutljiv, če njegovo rast inhibira 
nižja koncentracija zdravila kot divji tip, in kot odporen, če njegovo rast inhibira višja 
koncentracija zdravila kot divji tip (Turnidge in Paterson, 2007). 
 
Glede na klinično opredelitev se izolate opredeli kot občutljive, če je zdravilo primerno 
za zdravljenje okužbe z dotičnim izolatom in je povezano z veliko verjetnostjo ozdravitve, 
kot mejno občutljive, če je zdravilo najverjetneje primerno za zdravljenje, običajno ob 
povečanih odmerkih, in kot odporne, če zdravilo ni primerno za zdravljenje oziroma je 
verjetnost neuspeha zdravljenja velika (Alastruey-Izquierdo in sod., 2015). 
2.2.2.2 Klinična mejna vrednost  
V uporabi sta dva načina za postavitev klinične mejne vrednosti. Pri CLSI se slednja 
določi glede na izkušnje z zdravljenjem orofaringealne kandidoze in kandidemije pri 
bolnikih okuženih s HIV, pri sistemu EUCAST pa glede na rezultate dveh kohortnih 
študij bolnikov z orofaringealno kandidozo in kandidemijo (Cuesta in sod., 2010). 
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Pri postavitvi kliničnih mejnih vrednosti CLSI ovrednoti porazdelitve MIK, povezavo 
med MIK in kliničnim izidom ter farmakokinetične in farmakodinamične lastnosti 
protiglivnih zdravil (Alastruey-Izquierdo in sod., 2015). Sistem EUCAST ovrednoti 
porazdelitev MIK divjega tipa, klinične rezultate različnih študij, odmerjanje protiglivnih 
zdravil v različnih državah ter farmakokinetične in farmakodinamične lastnosti 
protiglivnih zdravil (Mouton in sod., 2012). Klinične mejne vrednosti so postavljene 
vrstno-specifično za posamezen antimikotik in se na podlagi novih raziskav in želje po 
čim večjem ujemanju obeh sistemov posodabljajo. (Orasch in sod., 2014; 17- Fothergill 
in sod., 2014). 
 
EUCAST je najprej definiral porazdelitve MIK pri divjem tipu in postavil epidemiološke 
mejne vrednosti za pet najbolj pogostih vrst kandid: C. albicans, C. glabrata, 
C. tropicalis, C. parapsilosis in I. orientalis. Porazdelitev MIK za divji tip znotraj 
posamezne vrste je definirana kot porazdelitev MIK, ki ne kaže pridobljene odpornosti 
za antimikotik. Pri nedivjih tipih so lahko prisotni mehanizmi pridobljene odpornosti. 
Običajne porazdelitve MIK za divje tipe so 3–5 dilucij okoli modelne MIK. Zgornja 
dilucija običajne razporeditve je epidemiološka mejna vrednost in običajno obsega 95 % 
izolatov divjega tipa. Poleg epidemioloških mejnih vrednosti so ovrednotili tudi razmerje 
med farmakokinetiko in farmakodinamiko protiglivnih zdravil, povezavo med MIK in 
kliničnim izidom protiglivnega zdravljenja ter postavili klinične mejne vrednosti (Pfaller 
in sod., 2010). 
 
2.2.2.3 Farmakodinamska tarča (PDT) 
 
Pri EUCAST definiciji občutljivega ali odpornega izolata je ključnega pomena stopnja 
protimikrobne aktivnosti. Uspešnost zdravljenja je mogoče napovedati iz povezave med 
učinkovitostjo protiglivnega zdravila in profilom njegove koncentracije skozi čas, ki jo 
opredelimo s pomočjo farmakoloških parametrov (Mouton in sod., 2012). 
 
Pri postavljanju mejnih vrednosti sta pomembni koncentracija protiglivnega zdravila 
skozi čas – farmakokinetika (PK), in učinkovitost zdravila skozi čas – farmakodinamika 
(PD). Iščemo torej optimalno razmerje med PK in PD, imenovano indeks PK/PD. 
Najmanjša vrednost tega indeksa, potrebna za zdravljenje imunsko kompetentnih oseb, je 
farmakodinamska tarča (PDT). Na podlagi PK/PD glede na PDT določimo, ali bo 
zdravljenje s konkretnim antimikotikom uspešno ali ne. Če imamo mikroorganizem z 
MIK konkretnega protiglivnega zdravila, ki se odraža v vrednost indeksa PK/PD večji od 
PDT, imamo opravka z občutljivimi izolati oziroma učinkovitim zdravilom, če pa se 
odraža v vrednosti PK/PD manjši od PDT, gre za neobčutljive izolate oziroma neustrezno 
zdravilo (Tomazin in Matos, 2014). 
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Do vrednosti PK/PD lahko pridemo s predkliničnimi ali kliničnimi študijami. V prvem 
primeru se izsledki raziskav na živalskih modelih prenesejo na človeško populacijo, v 
drugem primeru pa se opredeli učinke zdravila na testno populacijo ter rezultate 
statistično ovrednoti. Ker so testne populacije običajno sorazmerno majhne, lahko ta 
problem obidemo s simulacijo Monte Carlo – virtualnimi kliničnimi poskusi, pri katerih 
z računalniškimi programi povečamo populacijo in pridobimo napovedi za najbolj 
verjetne rezultate različnih oblik zdravljenja, kot na primer zdravljenja z različnimi 
odmerki protiglivnega zdravila in/ali v različnih obdobjih zdravljenja (Tomazin in Matos, 
2014). 
 
2.2.2.4 Epidemiološke mejne vrednosti (ECV) 
 
Poleg indeksa PK/PD je pomembno tudi poznavanje naravne porazdelitve MIK v glivni 
populaciji, saj nam to omogoča, da uspešno ločimo med naravno in pridobljeno 
odpornostjo. Poleg tega nam epidemiološke mejne vrednosti (angl. Epidemiologic Cutoff 
Values, ECV), ki so posledica naravne odpornosti, vsaj delno omogočajo vrednotenje 
rezultatov in vitro testiranja občutljivosti tistih vrst izolatov, ki še nimajo natančno 
izdelane interpretacijske sheme. Na podlagi ECV lahko v takih primerih sklepamo na 
terapevtsko učinkovitost protiglivnega zdravila. Do ECV pridemo z mikrodilucijsko 
metodo po EUCAST ali po CLSI (Tomazin in Matos, 2014). 
 
2.3 PROTIGLIVNA ZDRAVILA 
 
2.3.1 Delitev antimikotikov 
 
Antimikotike delimo na:  
 poliene (amfotericin B, nistatin),  
 azole (flukonazol, itrakonazol, posakonazol, vorikonazol, ketonazol, 
isavukonazol), 
 ehinokandine (kaspofungin, mikafungin, anidulafungin), 
 ostala zdravila (flucitozin, terbinafin, grizeofulvin) (Lejko-Zupanc, 2014). 
 
2.3.2 Amfotericin B 
 
Amfotericin B je polienski makrolid. Specifična tridimenzionalna struktura ima jasno 
definirane hidrofobne in hidrofilne dele, ki dajejo molekuli amfifilne lastnosti. Zaradi 
tega je amfotericin B slabo topen v zelo polarnih ali zelo nepolarnih raztopinah 
(Kamiński, 2014). 
 
Amfotericin B ima širok spekter delovanja. Deluje proti večini vrst kvasovk, 
filamentoznih in dimorfnih gliv. Proporočajo ga za zdravljenje invazivne aspergiloze in 
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invazivne kandidoze. Desetletja je veljal za zlati standard pri zdravljenju sistemskih 
glivnih okužb (Moghnieh in sod., 2015). 
 
Kljub dolgoletnim raziskavam mehanizem delovanja amfotericina B še ni popolnoma 
poznan. Deluje preko dveh različnih komplementarnih mehanizmov. Lahko se veže z 
mikozaminom na fiziološko pomemben ergosterol in poruši njegovo integriteto, lahko pa 
ustvari neselektivno prepustnost membrane z nastankom transmembranskega ionskega 
kanalčka (Palacios in sod., 2011). Nekatere raziskave kažejo, da je primaren mehanizem 
delovanja vezava na ergosterol. Tvorba transmembranskih ionskih kanalčkov povzroči 
izhajanje celične vsebine in še dodatno poveča učinkovitost zdravila. Kljub desetletja 
trajajoči uporabi amfotericina B pri življenjsko ogrožajočih sistemskih okužbah je 
klinično pomembna odpornost izjemno redka, čeprav obstajajo mehanizmi za njen 
nastanek (Gray in sod., 2012). 
 
Amfotericin B ima možnost vezave na holesterol v celičnih membranah sesalcev, kar je 
glavni vzrok za pojav stranskih učinkov zdravljenja. Najbolj resni se največkrat pojavijo 
v prvih petih minutah po začetku intravenskega zdravljenja. Pogosti so slabost, bruhanje, 
vročina, hipertenzija ali hipotenzija, prsna bolečina in nefrotoksičnost. Poškodbe ledvic 
nastanejo po različnih mehanizmih. Dejavniki tveganja za zaplete zdravljenja so moški 
spol, visok dnevni odmerek, uporaba diuretikov, telesna masa nad 90 kilogramov, 
sočasno zdravljenje z drugimi nefrotoksičnimi zdravili in obstoječe motnje v delovanju 
ledvic. Resnejši stranski učinek hitre intravenske infuzije je tudi hipekaliemija zaradi 
premika kalija iz znotrajceličnega v zunajcelični prostor, s posledično večjim tveganjem 
za razvoj smrtonosnih motenj srčnega ritma. Liposomalne oblike amfotericina B imajo 
manj stranskih učinkov (Laniado-Laborín in Cabrales-Vargas, 2009). 
 
2.3.3  Flucitozin 
 
Antimikotik 5-flucitozin je flouriran pirimidin, ki vstopi v glivno celico preko ene ali več 
permeaz in se nato s pomočjo citozin deaminaze pretvori v metabolno aktivno obliko 5-
fluorouracil (5-FU) (Costa in sod., 2015). 
 
5-FU lahko deluje po dveh ločenih mehanizmih. Prvi vključuje pretvorbo 5-FU preko 5-
fluorouridin monofosfata (FUMP) in 5-fluorouridin difosfata (FUDP) v 5-fluorouridin 
trifosfat (FUTP). FUTP se nato vgradi v glivno RNA na mesto uridin monofosfata, kar 
vpliva na amino-acilacijo tRNA in inhibira sintezo proteinov. Drugi mehanizem je 
metabolizem 5-FU v 5-fluorodeoksiuridin monofosfat (FdUMP) z uridin monofosfat 
pirofosforilazo. FdUMP je inhibitor timidilat sintaze, ki je ključen encim v sintezi DNA, 
saj je ključen vir timidina. Posledica je inhibicija sinteze DNA (Vermes in sod., 2000). 
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Zaradi pojava odpornosti proti 5-FC se ta običajno ne uporablja v monoterapiji. Poznana 
sta dva osnovna mehanizma nastanka pridobljene odpornosti. Pri prvem pride do nastanka 
mutacij, ki se odražajo v spremenjenih encimih za metabolizem, celični transport in 
sprejem 5-FC. Pri drugem pride do pojava odpornosti zaradi povečane sinteze 
pirimidinov, ki tekmujejo s flouriniranimi antimetaboliti 5-FC in zmanjšajo njegovo 
antimikotično delovanje. Mutacije uridin monofosfat pirofosforilaze so najbolj pogost 
vzrok pojava odpornosti proti 5-FC v glivnih celicah (Vermes in sod., 2000). Večina 
filamentoznih gliv nima teh encimov, zato je uporabnost tega zdravila omejena predvsem 
na Candida spp. in C. neoformans (Odds in sod., 2003). 
 
5-FC ima nekatere stranske učinke, kot so slabost, bruhanje in diareja, resnejša sta 
hepatotoksičnost in okvare kostnega mozga. Vzrok je predvsem v pretvorbi flucitozina v 
fluorouracil s črevesnimi bakterijami (Odds in sod., 2003). 
 
2.3.4 Ehinokandini 
 
Ehinokandini so lipopeptidne molekule, ki nekompetitivno inhibirajo β-(1,3)-D-glukan 
sintazo, ki je odgovorna za biosintezo β-(1,3)-D-glukana (Perlin, 2015). Slednji je 
pomemben strukturni polisaharid glivne celične stene. Njegova pomanjkanje vodi v 
zmanjšano odpornost proti osmotskim silam, posledično v celično lizo (Katragkou in 
sod., 2016). 
 
Ehinokandini so zdravilo izbora za bolnike z invazivnimi kandidozami. Več kot 60 % 
bolnikov s kandidemijami je zdravljenih z ehinokandini. So široko aktivni proti večini 
vrst kandid, kjer in vitro izkazujejo fungicidno aktivnost. So aktivni proti azol odpornim 
vrstam C. glabrata in I. orientalis, kot tudi proti nekaterim biofilmom, ki jih tvorijo 
kandide. Mehanizem delovanja ni povezan s tistim pri azolih, prav tako niso substrat za 
izločevalne sisteme, ki jih najdemo pri proti azolom odpornih sevih (Perlin, 2015). 
 
Odpornost proti ehinokandinom je v primeru kandid vedno pridobljena. Mehanizem 
vključuje aminokislinske substitucije v »hot spot« regijah genskih podenot FKS, ki 
kodirajo katalitski del glukan sintaze. Te spremembe znatno zmanjšajo občutljivost 
encima na zdravilo, kar se odraža v višjih MIK. Celični stresni odziv privede do 
prilagoditvenih genetskih odzivov in nastanka odpornih sevov s FKS mutacijami. 
Klasično testiranje občutljivosti za vrste rodu Candida za ehinokandine z mikrodilucijo 
izkazuje precejšno variabilnost med kliničnimi mikrobiološkimi laboratoriji. Priporoča 
se, da se za testiranje občutljivosti uporabi anidulafungin, ki je najbolj stabilen, in se na 
podlagi njegove vrednosti interpretira celotno skupino ehinokandinov (Perlin, 2014). 
 
Klinični dejavniki, ki spodbujajo nastanek odpornih sevov, so naraščajoča uporaba 
antimikotikov za empirično zdravljenje in profilakso, biofilmi v gastrointestinalnem 
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traktu gostitelja in intraabdominalne okužbe. Ekstracelularni matriks biofilmov je 
sestavljen predvsem iz β-glukana, ki zmanjša koncentracijo zdravila na površini glivne 
celične membrane (Perlin, 2014). 
 
Ehinokandini se vežejo na serumske proteine, kar zmanjša njihovo relativno učinkovitost, 
zviša vrednosti MIK in fungicidne lastnosti zdravila spremeni v fungistatične proti 
nekaterim vrstam kandide. Anidulafungin in mikafungin izražata večjo afiniteto vezave 
na serumske proteine kot kaspofungin. Zaradi delovanja ehinokandinov na sintezo 1,3-β-
D glukana se v glivnih celicah lahko razvije mehanizem odpornosti, pri katerem kvasovke 
nadomestijo β-(1,3)-D-glukan s hitinom in ohranijo celično integriteto (Perlin, 2014). 
 
Izolate, predvsem C. glabrata, odporne proti ehinokandinom, lahko najdemo v več kot 
10 % primerov po 3–4 tednih zdravljenja kandidemije (Arendrup in Perlin, 2014). V ZDA 
se je v bolnišnici Duke delež odpornih izolatov C. glabrata, izoliranih iz krvi, od leta 
2001 do 2010 zvišal iz 4,9 % na 12,3 %, kar nakazuje na naraščajoči trend odpornosti 
(Alexander in sod., 2013). 
 
Ehinokandini imajo izjemen terapevtski indeks, imajo malo interakcij z drugimi zdravili 
in imajo malo stranskih učinkov. Njihova nizka toksičnost je posledica tarče, β-(1,3)-D-
glukan sintaze, ki je pri ljudeh ne najdemo. Ehinokandini dobro prehajajo v tkiva, izjema 
so  oko, centralni živčni sistem in sečila (Perlin, 2015). 
 
2.3.5 Azoli 
 
Azoli inhibirajo encim iz družine citokromov P450, lanosterol 14-α-demetilazo, ki se 
nahaja v endoplazmatskemu retikulumu in omogoča pretvorbo lanosterola v ergosterol, 
pomemben gradnik glivne celične membrane (Sabatelli in sod., 2006; Sanguinetti in sod., 
2015). Povzročijo tudi kopičenje toksičnih produktov, zato se delež ergosterola v glivni 
celični membrani zmanjša. Zaradi spremenjene strukture in funkcije celične membrane 
pride do inhibicije glivne rasti. Med glivami rodu Candida so opisani trije mehanizmi 
odpornosti na azole. V enem sevu je lahko prisotnih več mehanizmov odpornosti, ki lahko 
vodijo do nastanka navzkrižne odpornosti (Sanguinetti in sod., 2015). 
 
Prvi mehanizem, ki je povezan z odpornostjo na azole, je nastanek membranskih črpalk, 
ki povzročijo zmanjšanje koncentracije zdravila v glivni celici. Membranske črpalke so 
kodirane z geni CDR za ATP vezavne kasete (ABC) in geni MDR. Nastanek CDR 
kodiranih membranskih črpalk pripore k odpornosti proti vsem azolom, MDR kodirane 
membranske črpalke pa se odražajo kot povečana odpornost proti flukonazolu. Povečano 
izražanje črpalk vodi k nastanku odpornosti proti azolom pri sevih C. albicans, 
C. glabrata in Candida dubliniensis (Sanguinetti in sod., 2015).  
 
15 
Obreza A. Primerjava metod za ugotavljanje občutljivosti invazivnih kvasovk za antimikotike. 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
Drug pogost mehanizem odpornosti proti azolom je povečano izražanje encima lanosterol 
14-α-demitelaze, ki ga kodira gen ERG11. Vzrok je substitucija v aminokislinskem 
zaporedju beljakovine ERG11 (Morio in sod., 2010; Sanguinetti in sod., 2015). Mutacije 
gena ERG11 preprečujejo vezavo azolov na omenjeni encim. Pri nekaterih bolnikih so 
imeli izolati Candida spp. s povečano odpornostjo proti azolom višje znotrajcelične 
koncentracije ERG11 v primerjavi s sevi, ki so občutljivi za flukonazol, zato običajne 
koncentracije zdravila ne inhibirajo sinteze ergosterola (Sanguinetti in sod., 2015). 
Aminokislinske zamenjave nastanejo tako pri odpornih kot pri občutljivih sevih, vendar 
so pri odpornih sevih pogostejše. Same ne zadoščajo za nastanek odpornosti, 
najverjetneje so kombinirane z drugimi mehanizmi razvoja odpornosti (Morio in sod., 
2010).  
 
Dolge stranske verige molekule itrakonazola in posakonazola, ki so odsotne pri 
vorikonazolu in flukonazolu, pomagajo stabilizirati vezavo teh azolov na lanosterol 14-
α-demitelazo, kar še posebej velja v primeru mutacij blizu aktivnega centra. Mutacije, ki 
motijo vezavo dolgih stranskih verig, bolj negativno vplivajo na vezavo itrakonazola in 
posakonazola kot flukonazola in vorikonazola (Sabatelli in sod., 2006). 
 
Izpostavljenost azolom se odraža v zmanjšani količini ergosterola v glivni celični 
membrani, kar vodi v kopičenje toksičnih produktov. Mutacije v genu ERG3 preprečijo 
nastanek toksičnih produktov iz 14-α-metilfekosterola (Sanguinetti in sod., 2015). 
Zamenjava ergosterola z drugimi steroli vodi k nastanku delujoče glivne celice. Opisanih 
je več substitucij in delecij, ki lahko preprečijo normalno prepisovanje kodona (Liu in 
sod., 2015).  
 
Stranski učinki azolov so večinoma blagi, redko pride do hujših alergijskih reakcij ali 
okvare jeter. Inhibirajo nekatere jetrne encime, kar je vzrok za večino stranskih učinkov 
(Lejko-Zupanc, 2014). 
 
2.4 UK NEQAS 
 
Uspešni klinični laboratoriji si prizadevajo za učinkovit program zagotavljanja kakovosti 
dela. Ta program obsega notranji nadzor kakovosti rutinskega dela in sodelovanje pri 
zunanjem ocenjevanju kakovosti dela, daje povratno informacijo o pravilnosti in 
primerljivosti rezultatov z referenčnim laboratorijem in drugimi sodelujočimi laboratoriji. 
Eden izmed takšnih programov je UK NEQAS (angl. United Kingdom National External 
Quality Assessment Service) (UK NEQAS, 2017b). 
 
UK NEQAS je nedobičkonosna organizacija, ustanovljena leta 1969. Obsega mrežo 390 
programov 26 laboratorijev velikih bolnišnic, raziskovalnih inštitutov in univerz 
Združenega kraljestva. Izvaja preverjanje kakovosti dela in pravilnega interpretiranja 
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rezultatov na področju reproduktivne znanosti, celične patologije, klinične biokemije, 
genetike, hematologije, imunologije in mikrobiologije. Vsako področje vodijo izkušeni 
strokovnjaki s podporo upravnega odbora (UK NEQAS, 2017b). 
 
Sodelovanje je prostovoljno, zaupno in omogočeno vsem javnim ter zasebnim kliničnim, 
farmacevtskim in veterinarskim laboratorijem. Večina programov omogoča udeležbo 
tujih laboratorijev. Običajno sodeluje več kot 8000 laboratorijev iz 140 držav sveta. 
Sodelujoči laboratoriji imajo identifikacijsko številko, ki je poznana le vodstvu. Vzorce, 
s katerimi preverjajo kakovost dela, srečamo pri vsakdanjem kliničnem delu. Pošiljajo jih 
po standardnem, vnaprej znanem časovnem intervalu. Udeleženci dobijo neodvisna, 
objektivna ter nepristranska poročila o svojih rezultatih, ki jim omogočajo odpravljanje 
morebitnih napak (UK NEQAS, 2017b).  
 
Primaren namen UK NEQAS je izobraževanje. Udeležencem v Združenem kraljestvu 
nudijo še nasvete in pomoč pri odpravljanju težav (UK NEQAS, 2017b). 
 
V okviru zunanjega ocenjevanja kakovosti dela preverjajo trikrat letno laboratorije za 
diagnostiko glivičnih infekcij. Pri vsakem preverjanju prejmejo laboratoriji dva izolata za 
testiranje občutljivosti, ki največkrat obsegata kvasovke, vendar lahko tudi filamentozne 
glive, in štiri izolate za identifikacijo gliv. Pri testiranju občutljivosti je potrebno 
opredeliti izolat kot občutljiv, mejno občutljiv ali odporen, pri identifikaciji pa je odvisno 
od samega izolata (UK NEQAS, 2017c).  
 
Patogeni organizmi so razdeljeni so v tri kategorije: temeljni patogeni (angl. Core 
pathogen), neobičajni patogeni (angl. Advanced pathogen) in patogeni, ki jih 
identificiramo do rodu (angl. Genus only). Temeljne patogene glive so izolati, ki jih 
pogosto srečujemo in identificiramo v kliničnih laboratorijih, neobičajne patogene glive 
identificiramo v kliničnih laboratorijih, vendar potrdimo identifikacijo v referenčnem 
laboratorijiu, glive, ki jih identificiramo do rodu, pa so patogene glive, ki jih redko 
srečamo v kliničnih laboratorijih in jih običajno identificiramo v referenčnem 
laboratoriju. Naši rezultati so nato ovrednoteni s točkami (UK NEQAS, 2017d).  
 
Pri temeljnih patogenih glivah dobimo dve točki za pravilno identifikacijo do vrste in eno 
točko za pravilno identifikacijo do rodu. Pri neobičajnih patogenih glivah dobimo dve 
točki za pravilno identifikacijo do vrste ali rodu in eno točko za identifikacijo do 
pravilnega rodu in napačne vrste. Pri patogenih glivah, ki jih določamo samo do rodu, 
dobimo dve točki za pravilno identifikacijo do rodu (UK NEQAS, 2017d).  
 
Pri testiranju občutljivosti dobimo dve točki, če izolat pravilno opredelimo kot občutljiv, 
mejno občutljiv ali odporen. Eno točko dobimo, če odporen ali občutljiv izolat 
opredelimo kot mejno občutljiv ali če mejno občutljiv izolat opredelimo kot občutljiv ali 
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odporen. Negativno točko pa dobimo, če odporen izolat opredelimo kot občutljiv (UK 
NEQAS, 2017d).  
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 MATERIALI 
 
3.1.1 Vzorci 
 
V raziskavo smo vključili 38 izolatov kvasovk, ki jih je Laboratorij za diagnostiko 
glivičnih infekcij na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete 
Univerze v Ljubljani prejel v okviru zunanjega ocenjevanja kakovosti dela UK NEQAS 
od leta 2008 do 2017 in so prikazani v preglednici 1. Kontrolna seva smo pridobili iz 
zbirke ATCC (American Type Culture Collection). Izolati so bili shranjeni v zbirki gliv 
Laboratorija za diagnostiko glivičnih infekcij IMI in zamrznjeni pri – 80 °C. Identificirani 
so bili z metodo masne spektormetrije, MALDI-TOF MS (angl. matrix-assisted laser 
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry) in preverjeni s povratnimi UK 
NEQAS poročili. Prevladovale so vrste rodu Candida. 
 
Preglednica 1: Seznam vseh uporabljenih kvasovk v raziskavi. 
Vrsta Število izolatov Oznaka izolata 
Candida albicans 5 NEQAS 9146, NEQAS 526, NEQAS 
1206, NEQAS 2938, NEQAS 2359 
Candida dubliniensis 2 NEQAS 1510, NEQAS 3528 
Candida glabrata 5 NEQAS 8864, NEQAS 9309, NEQAS 
142, NEQAS 3395, NEQAS 1861 
Meyerozyma guilliermondii 2 NEQAS 1035, NEQAS 3394 
Kluyveromyces marxianus 1 NEQAS 2066 
Clavispora lusitaniae 5 NEQAS 8863, NEQAS 8707, NEQAS 
370, NEQAS 1511, NEQAS 2806 
Candida orthopsilosis 1 NEQAS 2227 
Candida parapsilosis 5 NEQAS 697, NEQAS 8988, NEQAS 
967, NEQAS 2937, ATCC 22019 
Candida tropicalis 5 NEQAS 9147, NEQAS 527, NEQAS 
1036, NEQAS 2647, NEQAS 1862 
Issatchenkia orientalis 4 NEQAS 9462, NEQAS 1677, NEQAS 
3227, ATCC 6258 
Saccharomyces cerevisiae 2 NEQAS 8987, NEQAS 2358 
Rhodotorula mucilaginosa 1 NEQAS 2805 
Trichosporon asahii 2 NEQAS 1205, NEQAS 3527 
 
3.1.2 Gojišča 
 
Gojišča, ki smo jih uporabili v raziskavi, so bila bodisi kupljena komercialna gojišča 
bodisi pripravljena v Službi za pripravo gojišč in reagentov na Inštitutu za mikrobiologijo 
in imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani. 
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Uporabili smo sledeča komercialna in pripravljena gojišča: 
 
 Sabouradov agar z dodanim gentamicinom in kloramfenikolom – SGC2 
(BioMérieux), 
 kromogen agar – CAND (Mast Diagnostika, Reinfeld, Nemčija), 
 RPMI 1640 tekoče gojišče (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA) z 2 % glukozo, 
dodanim L-glutaminom in brez bikarbonata, pripravljen v Službi za pripravo 
gojišč in reagentov na Inštitutu za Mikrobiologijo in imunologijo Medicinske 
fakultete Univerze v Ljubljani, 
 tioglikolatni bujon – TIO, pripravljen v Službi za pripravo gojišč in reagentov na 
Inštitutu za Mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete Univerze v 
Ljubljani. 
 
3.1.3 Mikrotitrska ploščica 
 
Uporabili smo komercialno mikrotitrsko ploščico (Merlin Diagnostika, Bornheim, 
Nemčija) s koncentracijami protiglivnih zdravil, ki so prikazne v preglednici 2. 
 
Preglednica 2: Načrt mikrotitske ploščice z različnimi koncentracijami protiglivnih zdravil v [mg/L]. 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A + 
 
APH 
8 
APH 
4 
APH 
2 
APH 
1 
APH 
0,5 
APH 
0,25 
APH 
0,125 
APH 
0,063 
APH 
0,031 
APH 
0,015 
IT 
2 
B - 
 
FCY 
16 
FCY 
8 
FCY 
4 
FCY 
2 
FCY 
1 
FCY 
0,5 
FCY 
0,25 
FCY 
0,125 
FCY 
0,063 
FCY 
0,031 
IT 
1 
C FCA 
64 
FCA 
32 
FCA 
16 
FCA 
8 
FCA 
4 
FCA 
2 
FCA 
1 
FCA 
0,5 
FCA 
0,25 
FCA 
0,125 
FCA 
0,001 
IT 
0,5 
D VOR 
4 
VOR 
2 
VOR 
1 
VOR 
0,5 
VOR 
0,25 
VOR 
0,125 
VOR 
0,063 
VOR 
0,031 
VOR 
0,016 
VOR 
0,008 
VOR 
0,004 
IT 
0,25 
E POS 
4 
POS 
2 
POS 
1 
POS 
0,5 
POS 
0,25 
POS 
0,125 
POS 
0,063 
POS 
0,031 
POS 
0,016 
POS 
0,008 
POS 
0,004 
IT 
0,125 
F MIF 
4 
MIF 
2 
MIF 
1 
MIF 
0,5 
MIF 
0,25 
MIF 
0,125 
MIF 
0,063 
MIF 
0,031 
MIF 
0,016 
MIF 
0,008 
MIF 
0,001 
IT 
0,063 
G ANF 
4 
ANF 
2 
ANF 
1 
ANF 
0,5 
ANF 
0,25 
ANF 
0,125 
ANF 
0,063 
ANF 
0,031 
ANF 
0,016 
ANF 
0,008 
ANF 
0,001 
IT 
0,031 
H CAS 
4 
CAS 
2 
CAS 
1 
CAS 
0,5 
CAS 
0,25 
CAS 
0,125 
CAS 
0,063 
CAS 
0,031 
CAS 
0,016 
CAS 
0,008 
CAS 
0,001 
IT 
0,016 
+, pozitivna kontrola rasti; -, negativna kontrola rasti; APH, amfotericin B; FCY, flucitozin; FCA, 
flukonazol; VOR, vorikonazol; POS, posakonazol; MIF, mikafungin; ANF, anidulafungin; CAS, 
kaspofungin; IT, itrakonazol. 
 
3.1.4 Laboratorijski material 
 
 Epruvete, 
 nastavki za pipete, 
 kivete, 
 kadičke za inokulirano tekoče gojišče. 
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3.1.5 Laboratorijska oprema 
 
 Kalibrirane pipete (Eppendorf, Hamburg, Nemčija), 
 kalibrirane multikanalne pipete (Eppendorf), 
 vibracijski mešalnik (Tehtnica Železniki, Železniki, Slovenija), 
 inkubator 35 °C (Binder, Tuttlingen, Nemčija), 
 inkubator 37 °C (Kambič, Semič, Slovenija), 
 spektofotometer Sunrise (Tecan Life Sciences, Männendorf, Švica), 
 spektofotometer Micronaut Skan (Merlin Diagnostika), 
 merilec optične gostote Biochrom Libra (Biochrom, Cambridge, Anglija). 
 
3.1.6 Programa za odčitavanje optične gostote 
 
 Magellan Standard (Tecan Life Sciences), 
 MCN (Merlin Diagnostika). 
 
3.2 METODE 
 
3.2.1 Oživljanje izolatov 
 
Zamrznjene izolate iz zbirke gliv smo odtalili, precepili v tekoče gojišče TIO in jih 
inkubirali 24–48 ur pri 30 °C. Po začetku rasti smo jih precepili na gojišče CAND in 
inkubirali 24–48 ur pri 37 °C. Na CAND gojišču smo na podlagi različne obarvanosti 
posameznih vrst kvasovk preverili čistost kulture. Izolate smo nato precepili na gojišče 
SGC2 in inkubirali 24 ur pri 37 °C. 
 
3.2.2 Priprava inokuluma 
 
Sterilni fiziološki raztopini smo dodali 24 ur staro kulturo gliv iz petih reprezentativnih 
kolonij in jo resuspendiral s pipetiranjem. Za merjenje celične gostote smo sprva v kiveto 
odpipetirali sterilno fiziološko raztopino in z njo kalibrirali spektofotometer (Biochrom 
Libra, Biochrom). Nato smo odpipetirali 2 mL resuspendirane kulture kvasovk v kiveto 
in jo s spektofotometrom pri valovni dolžini 530 nm umerili na 70 % transmitivnost, kar 
ustreza koncentraciji kvasovk 1–5 x 106 CFU/mL. Za preverjanje ustreznosti inokuluma 
smo naredili redčitveno vrsto v sterilni vodi do redčitve 10-4. 100 µL vsake razredčine 
smo precepili na gojišče SGC2, inkubirali 24–48 ur pri 37 °C in prešteli kolonije ter 
izračunali izhodno koncentracijo. 
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3.2.3 Inokulacija gojišča in mikrotitrske ploščice ter inkubacija 
 
V 20 mL sterilnega tekočega gojišča RPMI 1640 z 2 % glukozo smo odpipetirali 1 mL 
pripravljenega inokuluma in tako dobili končno koncentracijo inokuliranega gojišča 0,5–
2,5 x 105 CFU/mL. Z vsakim izolatom smo inokulirali dve gojišči RPMI 1640. V prvo 
gojišče smo dodali še 100 µL barvnega indikatorja AST (Merlin Diagnostika) in 100 µL 
metilenskega modrila-Lsg (Merlin Diagnostika). Obe gojišči smo premešali z 
vibracijskim mešalnikom (Tehtnica Železniki) in ju porabili najkasneje 30 minut po 
inokulaciji. Z multikanalno pipeto (Eppendorf) smo v vsako vdolbinico mikrotitrske 
ploščice dodali 200 µL inokuliranega gojišča. Pipetirali smo iz smeri manjše 
koncentracije protiglivnih zdravil proti večji koncentraciji in pazili, da se z nastavki pipet 
nismo dotaknili vsebine vdolbinic. Mikrotitrske ploščice smo pokrili s priloženo 
samolepilno plastično folijo in inkubirali 24 ur pri 37 °C brez stresanja. Vrste 
C. neoformans in R. mucilaginosa smo inkubirali 24 ur pri 30 °C in inkubacijo podaljšali 
še za 24 ur, če pri merjenju optične gostote (OD) s spektofotometrom razlika med 
pozitivno in negativno kontrolo ni znašala vsaj 0,2.  
 
3.2.4 Odčitavanje rezultatov mikrotitrske ploščice 
 
V raziskavi smo uporabili 38 različnih UK NEQAS izolatov in dva ATCC kontrolna seva. 
Testirali smo občutljivost izolatov za devet različnih protiglivnih zdravil: amfotericin B, 
flucitozin, flukonazol, itrakonazol, posakonazol, vorikonazol, mikafungin, anidulafungin 
in kaspofungin. MIK smo odčitali po končani inkubaciji na šest različnih načinov:  
 z računskim določanjem MIK izolatov, ki smo jim v gojišče dodali indikator AST 
in metilensko modrilo, na podlagi meritev OD s spektrofotometrom Sunrise 
(Tecan Life Sciences) pri valovni dolžini 450 nm, 
 
 z računskim določanjem MIK izolatov, ki smo jim v gojišče dodali indikator AST 
in metilensko modrilo, na podlagi meritev OD s spektrofotometrom Micronaut 
Skan (Merlin Diagnostika) pri valovni dolžini 492 nm, 
 
 z vizualnim določanjem MIK izolatov na podlagi spremembe barve dodanega 
indikatorja AST in metilenskega modrila, 
 
 z računskim določanjem MIK izolatov na podlagi meritev OD s 
spektrofotometrom Sunrise (Tecan Life Sciences) pri valovni dolžini 450 nm, 
 
 z računskim določanjem MIK izolatov na podlagi meritev OD s 
spektrofotometrom Micronaut Skan (Merlin Diagnostika) pri valovni dolžini 492 
nm, 
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 z vizualnim določanjem MIK glede na inhibicijo rasti izolata. 
 
S spektofotometrom smo najprej izmerili vrednosti OD v vseh vdolbinicah mikrotitrskih 
ploščic in nato od vseh ostalih izmerjenih vrednosti OD odšteli vrednost ozadja, 
določenega z negativno kontrolo rasti. Pozitivna kontrola rasti je tako predstavljala 100 % 
rast. MIK amfotericina B smo določili z izračunom OD, ki je predstavljala 90 % rasti 
pozitivne kontrole. MIK smo opredelili kot najnižjo koncentracijo protiglivnega zdravila, 
ki je inhibirala ≥ 90 % rasti pozitivne kontrole. Za vsa ostala protiglivna zdravila smo 
izračunali OD, ki je predstavljala 50 % rasti pozitivne kontrole, MIK pa smo opredelili 
kot najnižjo koncentracijo protiglivnega zdravila, ki je inhibirala ≥ 50 % rasti pozitivne 
kontrole. 
 
Pri mikrotitrski ploščici z dodanim indikatorjem AST v primeru rasti kvasovk barva 
gojišča iz modre preide v roza, v primeru brez rasti pa ostane modra. Pri približno 50 % 
inhibiciji rasti barva gojišča postane vijolična. MIK amfotericina B smo odčitali pri 
najnižji koncentraciji zdravila, ki je inhibirala ≥ 90 % rasti pozitivne kontrole, zato smo 
iskali najnižjo koncentracijo zdravila, ki ne povzroči prehoda iz modre v vijolično barvo 
gojišča. MIK ostalih protiglivnih zdravil smo odčitali pri inhibiciji ≥ 50 % rasti pozitivne 
kontrole, zato smo iskali najnižjo koncentracijo protiglivnega zdravila, ki povzroči 
prehod iz modre v vijolično barvo gojišča. V primeru odsotne vijolične barve gojišča smo 
MIK odčitali pri najnižji koncentraciji protiglivnega zdravila, ki še ima modro barvo 
gojišča. 
 
3.2.5 Interpretacija 
 
Rezultate smo interpretirali glede na klinične mejne vrednosti, ki so objavljene v 
dokumentu EUCAST Antifungal Clinical Breakpoint Table v. 8.1. Klinične mejne 
vrenosti obstajajo za izolate C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, 
I. orientalis in M. guilliermondii. Za ostale vrste rodu Candida obstajajo klinične mejne 
vrednosti za flukonazol, ki niso vrstno-specifične. 
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4 REZULTATI 
 
4.1 RAČUNSKO DOLOČANJE MIK NA PODLAGI MERITEV OD S 
SPEKTOFOTOMETROM PRI VALOVNI DOLŽINI 450 nm 
 
Pri merjenju OD s spektofotometrom pri valovni dolžini 450 nm je pri izolatih, pri katerih 
smo v gojišče dodali indikator AST in metilensko modrilo, prišlo do negativnih vrednosti. 
Pri izolatih, pri katerih v gojišče nismo dodali indikatorjev, je bila razlika v OD med 
pozitivno in negativno kontrolo največ 0,06. Po navodilih za testiranje občutljivosti 
kvasovk EUCAST v. 7.3 mora biti razlika med pozitivno in negativno kontrolo rasti vsaj 
0,2. Tako smo zaključili, da merjenje absorbance s spektofotometrom pri valovni dolžini 
450 nm ni primerna metoda za določanje MIK. 
 
4.2 PRIMERJAVA METOD ZA DOLOČANJE MIK 
 
4.2.1 Kontrola testiranja občutljivosti kvasovk z mikrodilucijo po standardu 
EUCAST 
 
Za kontrolo testiranja občutljivosti z mikrodilucijo smo uporabili kontrolna seva kvasovk 
C. parapsilosis ATCC 22019 in I. orientalis ATCC 6258. V preglednicah 4 in 5 so 
prikazane ciljne vrednosti MIK v mg/L za posamezen antimikotik glede na izbran 
kontrolni sev in sprejemljiv razpon MIK v mg/L. Prikazane so tudi vrednosti MIK v 
mg/L, ki smo jih določili z različnimi metodami.  
 
Preglednica 3: Primerjava računsko in vizualno določenih MIK s ciljnimi vrednostmi za kontrolni sev C. 
parapsilosis ATCC 22019 (EUCAST, 2017c). 
Antimikotik MIK [mg/L] 
Razpon Računsko 
določena MIK 
z indikatorjem 
AST 
Vizualno 
določena MIK 
z indikatorjem 
AST 
Računsko 
določena MIK 
brez 
indikatorja 
Vizualno 
določena 
MIK brez 
indikatorja 
Amfotericin B 0,125-1,0 0,5 0,25 0,25 0,25 
Anidulafungin 0,25-1,0 0,062 0,062 0,031 0,125 
Flukonazol 0,5-2,0 2 2 0,5 0,5 
Flucitozin 0,125-0,5 0,062 0,25 ≤0,031 ≤0,031 
Itrakonazol 0,03-0,125 ≤0,016 ≤0,016 ≤0,016 ≤0,016 
Mikafungin 0,5-2,0 0,125 0,125 0,125 0,125 
Vorikonazol 0,015-0,06 0,008 0,016 ≤0,004 0,016 
Posakonazol 
 
0,015-0,06 ≤0,004 0,008 ≤0,004 0,008 
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Preglednica 4: Primerjava računsko in vizualno določenih MIK s ciljnimi vrednostmi za kontrolni sev I. 
orientalis ATCC 6258 (EUCAST, 2017c). 
Antimikotik  MIK [mg/L] 
Razpon Računsko 
določena MIK 
z indikatorjem 
AST 
Vizualno 
določena MIK 
z indikatorjem 
AST 
Računsko 
določena MIK 
brez 
indikatorja 
Vizualno 
določena 
MIK brez 
indikatorja 
Amfotericin B 0,125-1,0 0,5 0,5 0,5 0,5 
Anidulafungin 0,015-0,06 0,008 0,016 0,008 0,008 
Flukonazol 16,0-64,0 16 16 8 8 
Flucitozin 1,0-4,0 4 8 0,25 1 
Itrakonazol 0,03-0,125 ≤0,016 0,031 ≤0,016 0,031 
Mikafungin 0,03-0,125 0,016 0,016 0,016 0,016 
Vorikonazol 0,03-0,25 0,031 0,062 0,031 0,031 
Posakonazol 0,015-0,06 0,016 0,016 0,008 0,016 
 
Iz preglednic 3 in 4 je razvidno, da sta oba kontrolna seva z vsemi metodami določanja 
MIK ustrezala ciljni vrednosti za amfotericin B. MIK za flucitozin je bila ustrezna pri 
kontrolnem sevu C. parapsilosis ATCC 22019 z metodo vizualnega odčitavanja z 
dodanim indikatorjem AST in kontrolnem sevu I. orientalis ATCC 6258 z metodo 
računskega določanja MIK z dodanim indikatorjem AST in vizualnim določanjem MIK 
brez dodanega bravnega indikatorja. MIK za flukonazol je bila ustrezna pri kontrolnem 
sevu C. parapsilosis ATCC 22019 z vsemi metodami določanja MIK in pri kontrolnem 
sevu I. orientalis ATCC 6258 z metodama vizualnega in računskega določanja MIK z 
dodanim indikatorjem AST. MIK za itrakonazol je bil ustrezno določen pri kontrolnem 
sevu I. orientalis ATCC 6258 z metodo vizualnega določanja MIK. MIK za vorikonazol 
je bila pravilno določena za kontrolni sev C. parapsilosis ATCC 22019 z metodami 
vizualnega določanja in za kontrolni sev I. orientalis ATCC 6258 z vsemi metodami 
določanja MIK. MIK za posakonazol je bila pravilno določena za kontrolni sev 
I. orientalis ATCC 6258 z vizualnim določanjem in računskim določanjem MIK z 
dodanim indikatorjem AST. Pri ehinokandinih je bila MIK pravilno določena za 
anidulafungin z metodo vizualnega določanja MIK z dodanim indikatorjem AST, sicer 
pa so določene vrednosti MIK prenizke. 
 
4.2.2 Primerjava določenih MIK z referenčnimi vrednostmi in njihova 
interpretacija 
 
V preglednicah: 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 in 16 so prikazani rezultati MIK, ki 
smo jih določil z metodami računskega in vizualnega določanja ob dodanem indikatorju 
AST ter računskega in vizualnega določanja brez dodatka indikatorja. Prikazane so tudi 
referenčne vrednosti in vrednosti, ki jih je večina laboratorijev navedla v svojem UK 
NEQAS poročilu o občutljivosti. Rezultate smo interpretirali glede na EUCAST klinične 
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mejne vrednosti – dokument EUCAST Antifungal Clinical Breakpoint Table v. 8.1. 
Rezultatov, za katere ne obstajajo klinične mejne vrednosti po standardu EUCAST, nismo 
interpretirali. MIK smo opredelili kot ustrezene, če so se razlikovale za največ dve diluciji 
glede na referenčne vrednosti. Interpretacije smo opredelili kot ustrezne, če so se ujemale 
z referenčnimi interpretacijami glede na klinične mejne vrednosti.  
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4.2.2.1 Primerjava MIK amfotericina B 
 
Preglednica 5: Primerjava računsko in vizualno določene MIK z dodanim indikatorjem AST z referenčno vrednostjo za amfotericin B (UK NEQAS Microbiology, 
2008b, 2009a, 2012c, 2013a, 2013b, 2014a, 2014b, 2014c, 2015a, 2015b, 2015c, 2016a, 2016b, 2016c, 2017a). 
Izolat (NEQAS) Referenčni laboratorij Večina laboratorijev v NEQAS Računsko določena MIK z 
dodanim indikatorjem AST 
Vizualno določena MIK z dodanim 
indikatorjem AST 
MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija 
C. albicans 9146 0,06 S 0,5 S 0,25 S 0,25 S 
C. albicans 1206 0,006 S 0,5 S 0,25 S 0,25 S 
C. albicans 2938 0,125 S 0,5 S 0,5 S 0,5 S 
C. albicans 2359 0,12 S 0,5 S 0,25 S 0,25 S 
C. dubliniensis 1510 0,125 NI 0,25 NI 0,25 NI 0,25 NI 
C. dubliniensis 3528 0,06 NI 0,5 NI 0,25 NI 0,25 NI 
C. glabrata 8864 0,5 S 0,5 S 0,5 S 0,5 S 
C. glabrata 3395 0,5 S 0,5 S 0,5 S 0,5 S 
C. glabrata 1861 0,5 S 0,5 S 0,5 S 0,5 S 
M. guilliermondii 3394 0,25; 0,5 NI 0,5 NI 0,25 NI 0,125 NI 
K. marxianus 2066 0,25 NI 1 NI 0,5 NI 0,25 NI 
C. lusitaniae 8863 0,06 NI 0,25 NI 0,25 NI 0,25 NI 
C. lusitaniae 1511 0,125 NI 0,5 NI 0,25 NI 0,25 NI 
C. lusitaniae 2806 0,003 NI ≤0,25 NI 0,25 NI 0,125 NI 
C. orthopsilosis 2227 0,25 NI 0,5 NI 0,25 NI 0,25 NI 
C. parapsilosis 2937 0,125 S 0,5 S 0,5 S 0,25 S 
C. tropicalis 2647 0,25 S 0,5 S 0,25 S 0,25 S 
S, občutljiv; NI, ni interpretacije. 
Se nadaljuje … 
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Nadaljevanje preglednice 5: Primerjava računsko in vizualno določene MIK z dodanim indikatorjem AST z referenčno vrednost za amfotericin B. 
Izolat (NEQAS) Referenčni laboratorij Večina laboratorijev v NEQAS Računsko določena MIK z 
dodanim indikatorjem AST 
Vizualno določena MIK z 
dodanim indikatorjem AST 
MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija 
C. tropicalis 1862 0,5 S 0,5 S 0,5 S 0,5 S 
I. orientalis 3227 0,5 S 0,5 S 0,5 S 0,5 S 
I. orientalis 1677 0,5 S 1 S 0,25 S 0,25 S 
S. cerevisiae 2358 0,5 NI 1 NI 0,5 NI 0,5 NI 
R. mucilaginosa 2805 0,125 NI 0,25 NI 0,5 NI 0,25 NI 
T. asahii 1205 0,5 NI 0,5 NI ≥8 NI ≥8 NI 
T. asahii 3527 0,5 NI 0,5 NI 4 NI 2 NI 
S, občutljiv; NI, ni interpretacije. 
 
Preglednica 6: Primerjava računsko in vizualno določene MIK brez dodanega indikatorja AST z referenčno vrednostjo za amfotericin B (UK NEQAS Microbiology, 
2008b, 2009a, 2012c, 2013a, 2013b, 2014a, 2014b, 2014c, 2015a, 2015b, 2015c, 2016a, 2016b, 2016c, 2017a). 
Izolat (NEQAS) Referenčni laboratorij Večina laboratorijev v NEQAS Računsko določena MIK brez 
dodanega indikatorja 
Vizualno določena MIK brez 
dodanega indikatorja AST 
MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija 
C. albicans 9146 0,06 S 0,5 S 0,25 S 0,25 S 
C. albicans 1206 0,006 S 0,5 S 0,25 S 0,25 S 
C. albicans 2938 0,125 S 0,5 S 0,5 S 0,5 S 
C. albicans 2359 0,12 S 0,5 S 0,25 S 0,25 S 
C. dubliniensis 1510 0,125 NI 0,25 NI 0,25 NI 0,25 NI 
C. dubliniensis 3528 0,06 NI 0,5 NI 0,25 NI 0,25 NI 
C. glabrata 8864 0,5 S 0,5 S 0,5 S 0,5 S 
S, občutljiv; NI, ni interpretacije. 
Se nadaljuje … 
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Nadaljevanje preglednice 6: Primerjava računsko in vizualno določene MIK brez dodanega indikatorja AST z referenčno vrednostjo za amfotericin B. 
Izolat (NEQAS) Referenčni laboratorij Večina laboratorijev v NEQAS Računsko določena MIK brez 
dodanega indikatorja 
Vizualno določena MIK brez 
dodanega indikatorja 
MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija 
C. glabrata 3395 0,5 S 0,5 S 0,5 S 0,5 S 
C. glabrata 1861 0,5 S 0,5 S 0,5 S 0,25 S 
M. guilliermondii 3394 0,25; 0,5 NI 0,5 NI 0,125 NI 0,125 NI 
K. marxianus 2066 0,25 NI 1 NI 0,25 NI 0,25 NI 
C. lusitaniae 8863 0,06 NI 0,25 NI 0,25 NI 0,25 NI 
C. lusitaniae 1511 0,125 NI 0,5 NI 0,25 NI 0,25 NI 
C. lusitaniae 2806 0,003 NI ≤0,25 NI 0,25 NI 0,125 NI 
C. orthopsilosis 2227 0,25 NI 0,5 NI 0,25 NI 0,25 NI 
C. parapsilosis 2937 0,125 S 0,5 S 0,25 S 0,25 S 
C. tropicalis 2647 0,25 S 0,5 S 0,25 S 0,25 S 
C. tropicalis 1862 0,5 S 0,5 S 0,5 S 0,25 S 
I. orientalis 3227 0,5 S 0,5 S 0,5 S 0,5 S 
I. orientalis 1677 0,5 S 1 S 0,5 S 0,5 S 
S. cerevisiae 2358 0,5 NI 1 NI 0,5 NI 0,5 NI 
R. mucilaginosa 2805 0,125 NI 0,25 NI 0,5 NI 0,25 NI 
T. asahii 1205 0,5 NI 0,5 NI ≥8 NI ≥8 NI 
T. asahii 3527 0,5 NI 0,5 NI 2 NI 2 NI 
S, občutljiv; NI, ni interpretacije.
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Slika 5: Prikaz števila izolatov z ustrezno ali neustrezno določeno MIK z interpretacijami z različnimi načini 
določanja MIK za amfotericin B. 
 
Za amfotericin B smo dobili največ ustreznih rezultatov, 96 %, z metodama vizualnega 
določanja MIK in metodo računskega določanja MIK brez dodanega indikatorja AST. 
Najmanj ustreznih rezultatov, 92 %, pa smo dobili z metodo računskega določanja MIK 
z dodanim indikatorjem AST. 
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4.2.2.2 Primerjava MIK flucitozina 
 
Preglednica 7: Primerjava računsko in vizualno določene MIK z dodanim indikatorjem AST z referenčno vrednostjo za flucitozin (UK NEQAS Microbiology, 2008a, 
2008b, 2008c, 2009a, 2009b, 2009c, 2011b, 2011c, 2012a, 2012b, 2012c, 2013a, 2013b, 2014a, 2015b, 2015c, 2016b, 2017a). 
Izolat (NEQAS) Referenčni laboratorij Večina laboratorijev v 
NEQAS 
Računsko določena MIK z 
dodanim indikatorjem AST 
Vizualno določena MIK z dodanim 
indikatorjem AST 
MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija 
C. albicans 9146 <0,125 NI 0,125 NI 0,125 NI 0,125 NI 
C. albicans 526 ≤0,125 NI ≤1 NI 0,125 NI 0,125 NI 
C. albicans 1206 0,25 NI 0,25 NI 0,25 NI 0,5 NI 
C. glabrata 8864 ≤0,125 NI <0,03 NI 0,125 NI 0,25 NI 
C. glabrata 9309 <0,125 NI <0,03 NI 0,125 NI 0,25 NI 
M. guilliermondii 1035 ≤0,125 NI ≤1 NI 0,125 NI 0,125 NI 
C. lusitaniae 8863 0,5 NI 0,5 NI 0,5 NI 1 NI 
C. lusitaniae 8707 64 NI >32 NI 8 NI 8 NI 
C. lusitaniae 370 ≤0,125 NI ≤1 NI ≤0,031 NI ≤0,031 NI 
C. lusitaniae 1511 64 NI >64 NI 4 NI ≥16 NI 
C. lusitaniae 2806 ≤0,125 NI ≤1 NI ≤0,031 NI ≤0,031 NI 
C. parapsilosis 697 ≤0,125 NI ≤1 NI 0,25 NI 0,25 NI 
C. parapsilosis 8988 ≤0,125 NI 0,06 NI ≤0,031 NI 0,25 NI 
C. tropicalis 9147 ≤0,125 NI 0,25 NI ≤0,031 NI 0,25 NI 
C. tropicalis 527 1 NI 2 NI 1 NI 2 NI 
C. tropicalis 1036 64 NI >64 NI ≥16 NI ≥16 NI 
C. tropicalis 2647 ≤0,125 NI ≤1 NI ≤0,031 NI 0,125 NI 
C. tropicalis 1862 ≤0,125 NI ≤1 NI 0,062 NI 0,25 NI 
NI, ni interpretacije. 
Se nadaljuje ... 
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Nadaljevanje preglednice 7: Primerjava računsko in vizualno določene MIK z dodanim indikatorjem AST z referenčno vrednostjo za flucitozin. 
Izolat (NEQAS) Referenčni laboratorij Večina laboratorijev v 
NEQAS 
Računsko določena MIK z 
dodanim indikatorjem AST 
Vizualno določena MIK z 
dodanim indikatorjem AST 
MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija 
C. tropicalis 1862 ≤0,125 NI ≤1 NI 0,062 NI 0,25 NI 
I. orientalis 9462 4 NI 16 NI 4 NI 8 NI 
I. orientalis 1677 2 NI 8 NI 8 NI 8 NI 
I. orientalis 3227 4 NI 8 NI 4 NI 8 NI 
S. cerevisiae 8987 ≤0,125 NI ≤0,25 NI ≤0,031 NI 0,125 NI 
R. mucilaginosa 2805 ≤0,125 NI <0,06 NI 0,25 NI 0,062 NI 
T. asahii 1205 4; 8 NI 2 NI 2 NI 4 NI 
T. asahii 3527 2 NI 2 NI 4 NI 4 NI 
NI, ni interpretacije. 
 
Preglednica 8: Primerjava računsko in vizualno določene MIK brez dodanega indikatorja AST z referenčno vrednostjo za flucitozin (UK NEQAS Microbiology, 
2008a, 2008b, 2008c, 2009a, 2009b, 2009c, 2011b, 2011c, 2012a, 2012b, 2012c, 2013a, 2013b, 2014a, 2015b, 2015c, 2016b, 2017a). 
Izolat (NEQAS) Referenčni laboratorij Večina laboratorijev v 
NEQAS 
Računsko določena MIK brez 
dodanega indikatorja 
Vizualno določena MIK brez 
dodanega indikatorja 
MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija 
C. albicans 9146 <0,125 NI 0,125 NI ≤0,031 NI ≤0,031 NI 
C. albicans 526 ≤0,125 NI ≤1 NI ≤0,031 NI ≤0,031 NI 
C. albicans 1206 0,25 NI 0,25 NI ≤0,031 NI 0,063 NI 
C. glabrata 8864 ≤0,125 NI <0,03 NI ≤0,031 NI ≤0,031 NI 
C. glabrata 9309 <0,125 NI <0,03 NI ≤0,031 NI ≤0,031 NI 
NI, ni interpretacije. 
Se nadaljuje ... 
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Nadaljevanje preglednice 8: Primerjava računsko in vizualno določene MIK brez dodanega indikatorja AST z referenčno vrednostjo za flucitozin. 
Izolat (NEQAS) Referenčni laboratorij Večina laboratorijev v NEQAS Računsko določena MIK brez 
dodanega indikatorja 
Vizualno določena MIK brez 
dodanega indikatorja 
MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija 
M. guilliermondii 1035 ≤0,125 NI ≤1 NI ≤0,031 NI ≤0,031 NI 
C. lusitaniae 8863 0,5 NI 0,5 NI 0,125 NI 0,25 NI 
C. lusitaniae 8707 64 NI >32 NI 4 NI 4 NI 
C. lusitaniae 370 ≤0,125 NI ≤1 NI ≤0,031 NI ≤0,031 NI 
C. lusitaniae 1511 64 NI >64 NI 4 NI 8 NI 
C. lusitaniae 2806 ≤0,125 NI ≤1 NI ≤0,031 NI ≤0,031 NI 
C. parapsilosis 697 ≤0,125 NI ≤1 NI ≤0,003 NI ≤0,003 NI 
C. parapsilosis 8988 ≤0,125 NI 0,06 NI ≤0,031 NI ≤0,031 NI 
C. tropicalis 9147 ≤0,125 NI 0,25 NI ≤0,031 NI ≤0,031 NI 
C. tropicalis 527 1 NI 2 NI 0,125 NI 0,125 NI 
C. tropicalis 1036 64 NI >64 NI 8 NI 4 NI 
C. tropicalis 2647 ≤0,125 NI ≤1 NI ≤0,031 NI ≤0,031 NI 
C. tropicalis 1862 ≤0,125 NI ≤1 NI ≤0,031 NI ≤0,031 NI 
I. orientalis 9462 4 NI 16 NI 1 NI 0,5 NI 
I. orientalis 1677 2 NI 8 NI 2 NI 2 NI 
I. orientalis 3227 4 NI 8 NI 0,5 NI 0,25 NI 
S. cerevisiae 8987 ≤0,125 NI ≤0,25 NI ≤0,031 NI ≤0,031 NI 
R. mucilaginosa 2805 ≤0,125 NI <0,06 NI ≤0,031 NI ≤0,031 NI 
T. asahii 1205 4; 8 NI 2 N 2 N 2 N 
T. asahii 3527 2 NI 2 N 1 N 1 N 
NI, ni interpretacije. 
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Slika 6: Prikaz števila izolatov z ustrezno ali neustrezno določeno MIK z različnimi načini določanja MIK 
za flucitozin. 
 
Za flucitozin smo dobili največ ustreznih rezultatov, 96 %, z metodo vizualnega določanja 
MIK s spremembo barve dodanega indikatorja AST, sledila je metoda računskega 
določanja MIK s spremembo barve indikatorja AST, 92 %, najmanj ustreznih rezultatov, 
76 %, pa z metodama brez dodanega indikatorja AST. 
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4.2.2.3 Primerjava MIK kaspofungina 
 
Preglednica 9: Primerjava računsko in vizualno določene MIK z dodanim indikatorjem AST z referenčno vrednostjo za kaspofungin  UK NEQAS Microbiology, 
2012c, 2015b, 2015c, 2016a, 2016b, 2016c, 2017a). 
Izolat (NEQAS) Referenčni laboratorij Večina laboratorijev v NEQAS Računsko določena MIK z 
dodanim indikatorjem AST 
Vizualno določena MIK z 
dodanim indikatorjem AST 
MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija 
C. albicans 1206 0,25 NI 0,25 NI 0,031 NI 0,063 NI 
C. albicans 2938 ≤0,008 NI ≤0,25 NI 0,008 NI 0,062 NI 
C. dubliniensis 3528 ≤0,015 NI 0,06 NI 0,031 NI 0,063 NI 
C. glabrata 3395 0,03; 0,06 NI 0,06 NI 0,008 NI 0,031 NI 
M. guilliermondii 
3394 
0,5; 1 NI 0,5 NI 0,125 NI 4 NI 
C. lusitaniae 2806 0,03 NI 0,5 NI 0,062 NI 0,25 NI 
C. parapsilosis 2937 1 NI 1 NI 0,25 NI 0,125 NI 
C. tropicalis 2647 0,03 NI 0,25 NI 0,062 NI ≥4 NI 
I. orientalis 3227 0,03 NI 0,25 NI 0,062 NI 0,25 NI 
R. mucilaginosa 2805 >4 NI >32 NI ≥4 NI ≥4 NI 
T. asahii 1205 16 NI >32 NI ≥4 NI ≥4 NI 
T. asahii 3527 >8 NI >32 NI ≥4 NI ≥4 NI 
NI, ni interpretacije.  
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Preglednica 10: Primerjava računsko in vizualno določene MIK brez dodanega indikatorja AST z referenčno vrednostjo za kaspofungin  (UK NEQAS Microbiology, 
2012c, 2015b, 2015c, 2016a, 2016b, 2016c, 2017a). 
Izolat (NEQAS) Referenčni laboratorij Večina laboratorijev v NEQAS Računsko določena MIK brez 
dodanega indikatorja 
Vizualno določena MIK brez 
dodanega indikatorja 
MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija 
C. albicans 1206 0,25 NI 0,25 NI 0,008 NI 0,008 NI 
C. albicans 2938 ≤0,008 NI ≤0,25 NI 0,008 NI 0,016 NI 
C. dubliniensis 3528 ≤0,015 NI 0,06 NI 0,031 NI 0,031 NI 
C. glabrata 3395 0,03; 0,06 NI 0,06 NI 0,031 NI 0,016 NI 
M. guilliermondii 
3394 
0,5; 1 NI 0,5 NI 0,062 NI 0,25 NI 
C. lusitaniae 2806 0,03 NI 0,5 NI 0,031 NI 0,25 NI 
C. parapsilosis 2937 1 NI 1 NI 0,25 NI 0,25 NI 
C. tropicalis 2647 0,03 NI 0,25 NI 0,031 NI 0,031 NI 
I. orientalis 3227 0,03 NI 0,25 NI 0,062 NI 0,062 NI 
R. mucilaginosa 2805 >4 NI >32 NI ≥4 NI ≥4 NI 
T. asahii 1205 16 NI >32 NI ≥4 NI ≥4 NI 
T. asahii 3527 >8 NI >32 NI ≥4 NI ≥4 NI 
NI, ni interpretacije. 
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Slika 7: Prikaz števila izolatov z ustrezno ali neustrezno določeno MIK z interpretacijami z različnimi načini 
določanja MIK za kaspofungin. 
 
Za kaspofungin smo dobili največ ustreznih rezultatov, 92 %, z metodo računskega 
določanja MIK z dodanim indikatorjem AST, sledili sta obe metodi brez dodanega 
indikatorja AST, 83 %, najmanj ustreznih rezultatov, 58 %, pa z metodo vizualnega 
določanja MIK s spremembo barve indikatorja AST.
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4.2.2.4 Primerjava MIK flukonazola 
 
Preglednica 11: Primerjava računsko in vizualno določene MIK z dodanim indikatorjem AST z referenčno vrednostjo za flukonazol (UK NEQAS Microbiology, 
2008a, 2008b, 2008c, 2009a, 2009b, 2009c, 2011a, 2011b, 2011c, 2012a, 2012b, 2012c, 2013a, 2013b, 2014a, 2014b, 2014c, 2015a,  2015b, 2015c, 2016a, 2016b, 
2016c, 2017a). 
Izolat (NEQAS) Referenčni laboratorij Večina laboratorijev v NEQAS Računsko določena MIK z 
dodanim indikatorjem AST 
Vizualno določena MIK z 
dodanim indikatorjem AST 
MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija 
C. albicans 9146 0,25 S 0,3 S 0,3 S ≥64 R 
C. albicans 526 0,25 S 0,3 S 0,1 S ≥64 R 
C. albicans 1206 64 R >256 R ≥64 R ≥64 R 
C. albicans 2938 >64 R >256 R 0,1 S ≥64 R 
C. albicans 2359 ≤0,125; 0,25 S 0,3 S 0,1 S ≥64 R 
C. dubliniensis 1510 ≤0,125 S 0,1 S 0,1 S ≥64 R 
C. dubliniensis 3528 0,25 S 0,3 S 0,1 S 0,13 S 
C. glabrata 8864 8 I 8 I 4 I 8 I 
C. glabrata 9309 >64 R >256 R ≥64 R ≥64 R 
C. glabrata 142 32 I 64 R 32 I ≥64 R 
C. glabrata 3395 8 I 4 I 8 I 32 I 
C. glabrata 1861 4 I 2 I 8 I ≥64 R 
M. guilliermondii 1035 2 NI 2 NI 32 NI ≥64 NI 
M. guilliermondii 3394 >64 NI 32 NI 32 NI ≥64 NI 
K. marxianus 2066 0,5 S 0,3 S 0,3 S ≥64 R 
C. lusitaniae 8863 ≤0,125 S 0,3 S 0,3 S 0,5 S 
C. lusitaniae 8707 0,25 S 0,1 S 0,5 S ≥64 R 
S, občutljiv; R, odporen; I, mejno občutljiv; NI, ni interpretacije. 
Se nadaljuje ... 
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Nadaljevanje preglednice 11: Primerjava računsko in vizualno določene MIK z dodanim indikatorjem AST z referenčno vrednostjo za flukonazol. 
Izolat (NEQAS) Referenčni laboratorij Večina laboratorijev v 
NEQAS 
Računsko določena MIK z 
dodanim indikatorjem AST 
Vizualno določena MIK z 
dodanim indikatorjem AST 
MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija 
C. lusitaniae 370 1 S 2 S 4 I 8 R 
C. lusitaniae 1511 ≤0,125 S 1 S 1 S ≥64 R 
C. lusitaniae 2806 0,5 S 1 S 0,5 S 2 S 
C. orthopsilosis 2227 1 S 1 S 8 R 4 I 
C. parapsilosis 697 2; 4 S; I 2 S 2 S 2 S 
C. parapsilosis 8988 0,5 S 0,5 S 2 S 2 S 
C. parapsilosis 2937 2 S 2 S 2 S 2 S 
C. tropicalis 9147 16 R 16 R 32 R ≥64 R 
C. tropicalis 527 8 R 16 R 4 I 8 R 
C. tropicalis 1036 1 S 2 S 4 I ≥64 R 
C. tropicalis 2647 64 R 1 S 0,5 S ≥64 R 
C. tropicalis 1862 >64 R 64 R ≥64 R ≥64 R 
I. orientalis 9462 32 R 64 R 32 R ≥64 R 
I. orientalis 1677 16 R 32 R 32 R 32 R 
I. orientalis 3227 16 R 32 R 16 R 32 R 
S. cerevisiae 8987 4 NI 4 NI 1 NI ≥64 NI 
S. cerevisiae 2358 32; 64 NI 64 NI 32 NI ≥64 NI 
R. mucilaginosa 2805 >64 NI >256 NI ≥64 NI ≥64 NI 
T. asahii 1205 1 NI 2 NI 2 NI 4 NI 
T. asahii 3527 2 NI 2 NI 2 NI 4 NI 
S, občutljiv; R, odporen; I, mejno občutljiv; NI, ni interpretacije.  
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Preglednica 12: Primerjava računsko in vizualno določene MIK brez dodanega indikatorja AST z referenčno vrednostjo za flukonazol (UK NEQAS Microbiology, 
2008a, 2008b, 2008c, 2009a, 2009b, 2009c, 2011a, 2011b, 2011c, 2012a, 2012b, 2012c, 2013a, 2013b, 2014a, 2014b, 2014c, 2015a,  2015b, 2015c, 2016a, 2016b, 
2016c, 2017a). 
Izolat (NEQAS) Referenčni laboratorij Večina laboratorijev v 
NEQAS 
Računsko določena MIK brez 
dodanega indikatorja 
Vizualno določena MIK brez 
dodanega indikatorja 
MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija 
C. albicans 9146 0,25 S 0,3 S 0,1 S 0 S 
C. albicans 526 0,25 S 0,3 S 0 S 0 S 
C. albicans 1206 64 R >256 R ≥64 R ≥64 R 
C. albicans 2938 >64 R >256 R ≥64 R ≥64 R 
C. albicans 2359 ≤0,125; 0,25 S 0,3 S 0,1 S 0 S 
C. dubliniensis 1510 ≤0,125 S 0,1 S 0,1 S 0 S 
C. dubliniensis 3528 0,25 S 0,3 S 0,1 S 0 S 
C. glabrata 8864 8 I 8 I 2 I 4 I 
C. glabrata 9309 >64 R >256 R ≥64 R ≥64 R 
C. glabrata 142 32 I 64 R 32 I 32 I 
C. glabrata 3395 8 I 4 I 4 I 8 I 
C. glabrata 1861 4 I 2 I 4 I 4 I 
M. guilliermondii 1035 2 NI 2 NI 1 NI 1 NI 
M. guilliermondii 3394 >64 NI 32 NI 4 NI 4 NI 
K. marxianus 2066 0,5 S 0,3 S 0,1 S 0 S 
C. lusitaniae 8863 ≤0,125 S 0,3 S 0,1 S 0 S 
C. lusitaniae 8707 0,25 S 0,1 S 0,1 S 0 S 
C. lusitaniae 370 1 S 2 S 0,3 S 0 S 
C. lusitaniae 1511 ≤0,125 S 1 S 0,1 S 0 S 
S, občutljiv; R, odporen; I, mejno občutljiv; NI, ni interpretacije. 
Se nadaljuje ... 
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Nadaljevanje preglednice 12: Primerjava računsko in vizualno določene MIK brez dodanega indikatorja AST z referenčno vrednostjo za flukonazol.  
Izolat (NEQAS) Referenčni laboratorij Večina laboratorijev v NEQAS Računsko določena MIK brez 
dodanega indikatorja 
Vizualno določena MIK brez 
dodanega indikatorja 
MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija 
C. lusitaniae 2806 0,5 S 1 S ≤0,001 S 0 S 
C. orthopsilosis 2227 1 S 1 S 0,3 S 1 S 
C. parapsilosis 697 2; 4 S; I 2 S 0,5 S 1 S 
C. parapsilosis 8988 0,5 S 0,5 S 0,1 S 0 S 
C. parapsilosis 2937 2 S 2 S 1 S 1 S 
C. tropicalis 9147 16 R 16 R 4 I 4 I 
C. tropicalis 527 8 R 16 R 4 I 4 I 
C. tropicalis 1036 1 S 2 S 0,5 S 0 S 
C. tropicalis 2647 64 R 1 S 0,3 S 0 S 
C. tropicalis 1862 >64 R 64 R 16 R 16 R 
I. orientalis 9462 32 R 64 R 32 R 16 R 
I. orientalis 1677 16 R 32 R 32 R 32 R 
I. orientalis 3227 16 R 32 R 8 R 8 R 
S. cerevisiae 8987 4 NI 4 NI 1 NI 1 NI 
S. cerevisiae 2358 32; 64 NI 64 NI 32 NI 16 NI 
R. mucilaginosa 2805 >64 NI >256 NI ≥64 NI ≥64 NI 
T. asahii 1205 1 NI 2 NI 0,125 NI 1 NI 
T. asahii 3527 2 NI 2 N 1 N 0,25 N 
S, občutljiv; R, odporen; I, mejno občutljiv; NI, ni interpretacije .
41 
Obreza A. Primerjava metod za ugotavljanje občutljivosti invazivnih kvasovk za antimikotike. 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
 
Slika 8: Prikaz števila izolatov z ustrezno ali neustrezno določeno MIK z interpretacijami z različnimi načini 
določanja MIK za flukonazol. 
Za flukonazol smo dobili največ ustreznih rezultatov, 89 %, z metodo vizualnega določanja 
MIK brez dodanega indikatorja AST, sledili sta obe metodi računskega določanja MIK, 
86 %, najmanj ustreznih rezultatov, 65 %, pa z metodo vizualnega določanja MIK s 
spremembo barve indikatorja AST.
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4.2.2.5 Primerjava MIK itrakonazola 
 
Preglednica 13: Primerjava računsko in vizualno določene MIK z dodanim indikatorjem AST z referenčno vrednostjo za itrakonazol (UK NEQAS Microbiology, 
2008a, 2008b, 2008c, 2009a, 2009b, 2009c, 2011a, 2011b, 2011c, 2012a, 2012b, 2012c, 2013a, 2013b, 2014a, 2014b, 2014c, 2015a, 2015b, 2015c, 2016a, 2016b, 
2016c, 2017a). 
Izolat (NEQAS) Referenčni laboratorij Večina laboratorijev v NEQAS Računsko določena MIK z 
dodanim indikatorjem AST 
Vizualno določena MIK z dodanim 
indikatorjem AST 
MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija 
C. albicans 9146 <0,15 S 0,016 S ≤0,016 S ≥2 R 
C. albicans 526 ≤0,015 S 0,03 S ≤0,016 S ≥2 R 
C. albicans 1206 0,5 R 1 R ≥2 R ≥2 R 
C. albicans 2938 >8 R >16 R ≥2 R ≥2 R 
C. albicans 2359 ≤0,015 S 0,06 S ≤0,016 S ≥2 R 
C. dubliniensis 1510 0,03 NI 0,03 NI ≤0,016 NI ≤0,016 NI 
C. dubliniensis 3528 ≤0,015 NI 0,03 NI ≤0,016 NI ≤0,016 NI 
C. glabrata 8864 4 NI 1 NI 0,031 NI ≥2 NI 
C. glabrata 9309 >8 NI >16 NI ≥2 NI ≥2 NI 
C. glabrata 142 2 NI 2 NI ≥2 NI ≥2 NI 
C. glabrata 3395 0,25 NI 0,25 NI 0,031 NI ≥2 NI 
C. glabrata 1861 0,25 NI 0,5 NI 0,25 NI ≥2 NI 
M. guilliermondii 1035 0,125 NI 0,5 NI ≥2 NI ≥2 NI 
M. guilliermondii 3394 0,5 NI 1 NI ≥2 NI ≥2 NI 
K. marxianus 2066 0,03 NI 0,06 NI ≤0,016 NI ≥2 NI 
C. lusitaniae 8863 ≤0,015 NI 0,03 NI ≤0,016 NI ≤0,016 NI 
C. lusitaniae 8707 ≤0,015 NI 0,008 NI ≤0,016 NI ≤0,016 NI 
S, občutljiv; R, odporen; NI, ni interpretacije. 
Se nadaljuje ... 
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Nadaljevanje preglednice 13: Primerjava računsko in vizualno določene MIK z dodanim indikatorjem AST z referenčno vrednostjo za itrakonazol. 
Izolat (NEQAS) Referenčni laboratorij Večina laboratorijev v NEQAS Računsko določena MIK z 
dodanim indikatorjem AST 
Vizualno določena MIK z dodanim 
indikatorjem AST 
MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija 
C. lusitaniae 1511 ≤0,015 NI 0,06 NI ≤0,016 NI ≥2 NI 
C. lusitaniae 370 0,03 NI 0,25 NI 0,03 NI ≥2 NI 
C. lusitaniae 2806 ≤0,015 NI 0,12 NI ≤0,016 NI ≤0,016 NI 
C. orthopsilosis 2227 ≤0,015; 0,03 NI 0,25 NI 0,031 NI 0,031 NI 
C. parapsilosis 697 0,03; 0,06 S 0,125 S ≤0,016 S ≤0,016 S 
C. parapsilosis 8988 ≤0,015 S 0,016 S ≤0,016 S ≤0,016 S 
C. parapsilosis 2937 0,06 S 0,125 S ≤0,016 S ≤0,016 S 
C. tropicalis 9147 0,25 R 1 R 0,03 S ≥2 R 
C. tropicalis 527 0,125 S 0,25 R ≤0,016 S 0,031 S 
C. tropicalis 1036 0,06 S 0,12 S 0,031 S ≥2 R 
C. tropicalis 2647 0,5 R 0,25 R ≤0,016 S ≥2 R 
C. tropicalis 1862 0,25 R 0,5 R 0,5 R ≥2 R 
I. orientalis 9462 0,25 NI 0,5 NI 0,031 NI ≥2 NI 
I. orientalis 1677 0,25 NI 0,25 NI ≤0,016 NI 0,031 NI 
I. orientalis 3227 0,06 NI 0,125 NI ≤0,016 NI 0,031 NI 
S. cerevisiae 8987 >8 NI 0,5 NI 0,25 NI ≥2 NI 
S. cerevisiae 2358 >8 NI 1 NI ≥2 NI ≥2 NI 
T. asahii 1205 0,25 NI 0,25 NI 0,125 NI ≥2 NI 
T. asahii 3527 0,125 NI 0,25 NI 0,031 NI 0,062 NI 
R. mucilaginosa 2805 >8 NI 1 NI ≥2 NI ≥2 NI 
S, občutljiv; R, odporen; NI, ni interpretacije. 
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Preglednica 14: Primerjava računsko in vizualno določene MIK brez dodanega indikatorja AST z referenčno vrednostjo za itrakonazol (UK NEQAS Microbiology, 
2008a, 2008b, 2008c, 2009a, 2009b, 2009c, 2011a, 2011b, 2011c, 2012a, 2012b, 2012c, 2013a, 2013b, 2014a, 2014b, 2014c, 2015a, 2015b, 2015c, 2016a, 2016b, 
2016c, 2017a). 
Izolat (NEQAS) Referenčni laboratorij Večina laboratorijev v 
NEQAS 
Računsko določena MIK brez 
dodanega indikatorja 
Vizualno določena MIK brez 
dodanega indikatorja 
MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija 
C. albicans 9146 <0,15 S 0,016 S ≤0,016 S ≤0,016 S 
C. albicans 526 ≤0,015 S 0,03 S ≤0,016 S ≤0,016 S 
C. albicans 1206 0,5 R 1 R 0,03 S ≥2 R 
C. albicans 2938 >8 R >16 R ≥2 R ≥2 R 
C. albicans 2359 ≤0,015 S 0,06 S ≤0,016 S ≤0,016 S 
C. dubliniensis 1510 0,03 NI 0,03 NI ≤0,016 NI ≤0,016 NI 
C. dubliniensis 3528 ≤0,015 NI 0,03 NI ≤0,016 NI ≤0,016 NI 
C. glabrata 8864 4 NI 1 NI ≤0,016 NI 0,5 NI 
C. glabrata 9309 >8 NI >16 NI ≥2 NI ≥2 NI 
C. glabrata 142 2 NI 2 NI ≥2 NI ≥2 NI 
C. glabrata 3395 0,25 NI 0,25 NI 0,031 NI 1 NI 
C. glabrata 1861 0,25 NI 0,5 NI 0,031 NI 0,5 NI 
M. guilliermondii 1035 0,125 NI 0,5 NI 0,031 NI ≤0,016 NI 
M. guilliermondii 3394 0,5 NI 1 NI 0,031 NI 0,125 NI 
K. marxianus 2066 0,03 NI 0,06 NI ≤0,016 NI ≤0,016 NI 
C. lusitaniae 8863 ≤0,015 NI 0,03 NI ≤0,016 NI ≤0,016 NI 
C. lusitaniae 8707 ≤0,015 NI 0,008 NI ≤0,016 NI ≤0,016 NI 
C. lusitaniae 370 0,03 NI 0,25 NI ≤0,016 NI ≤0,016 NI 
S, občutljiv; R, odporen; NI, ni interpretacije. 
Se nadaljuje ... 
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Nadaljevanje preglednice 14: Primerjava računsko in vizualno določene MIK brez dodanega indikatorja AST z referenčno vrednostjo za itrakonazol. 
Izolat (NEQAS) Referenčni laboratorij Večina laboratorijev v 
NEQAS 
Računsko določena MIK brez 
dodanega indikatorja 
Vizualno določena MIK brez 
dodanega indikatorja 
MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija 
C. lusitaniae 1511 ≤0,015 NI 0,06 NI ≤0,016 NI ≤0,016 NI 
C. lusitaniae 2806 ≤0,015 NI 0,12 NI ≤0,016 NI ≤0,016 NI 
C. orthopsilosis 2227 ≤0,015; 0,03 NI 0,25 NI ≤0,016 NI ≤0,016 NI 
C. parapsilosis 697 0,03; 0,06 S 0,125 S ≤0,016 S ≤0,016 S 
C. parapsilosis 8988 ≤0,015 S 0,016 S ≤0,016 S ≤0,016 S 
C. parapsilosis 2937 0,06 S 0,125 S ≤0,016 S ≤0,016 S 
C. tropicalis 9147 0,25 R 1 R ≤0,016 S 0,03 S 
C. tropicalis 527 0,125 S 0,25 R ≤0,016 S ≤0,016 S 
C. tropicalis 1036 0,06 S 0,12 S ≤0,016 S ≤0,016 S 
C. tropicalis 2647 0,5 R 0,25 R ≤0,016 S ≤0,016 S 
C. tropicalis 1862 0,25 R 0,5 R 0,25 R 0,25 R 
I. orientalis 1677 0,25 NI 0,25 NI ≤0,016 NI ≤0,016 NI 
I. orientalis 9462 0,25 NI 0,5 NI 0,25 NI 0,031 NI 
I. orientalis 3227 0,06 NI 0,125 NI ≤0,016 NI ≤0,016 NI 
S. cerevisiae 8987 >8 NI 0,5 NI 0,5 NI 0,25 NI 
S. cerevisiae 2358 >8 NI 1 NI ≥2 NI ≥2 NI 
R. mucilaginosa 2805 >8 NI 1 NI ≥2 NI ≥2 NI 
T. asahii 1205 0,25 NI 0,25 NI ≤0,016 NI 0,031 NI 
T. asahii 3527 0,125 NI 0,25 NI ≤0,016 NI ≤0,016 NI 
S, občutljiv; R, odporen; NI, ni interpretacije .
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Slika 9: Prikaz števila izolatov z ustrezno ali neustrezno določeno MIK z interpretacijami z različnimi načini 
določanja MIK za itrakonazol. 
 
Za itrakonazol smo dobili največ ustreznih rezultatov, 76 %, z metodo računskega 
določanja MIK z dodanim indikatorjem AST, sledila je metoda vizualnega določanja 
MIK brez dodanega indikatorja AST, 73 %, in metoda računskega določanja MIK brez 
dodanega indikatorja AST, 68 %, najmanj ustreznih rezultatov, 57 %, pa z metodo 
vizualnega določanja MIK s spremembo barve indikatorja AST.
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4.2.2.6 Primerjava MIK vorikonazola 
 
Preglednica 15: Primerjava računsko in vizualno določene MIK z dodanim indikatorjem AST z referenčno vrednostjo za vorikonazol (UK NEQAS Microbiology, 
2008a, 2008b, 2008c, 2009a, 2009b, 2009c, 2011a, 2011b, 2011c, 2012a, 2012b, 2012c, 2013a, 2013b, 2014a, 2014b, 2014c, 2015a,  2015b, 2015c, 2016a, 2016b, 
2016c, 2017a). 
Izolat (NEQAS) Referenčni laboratorij Večina laboratorijev v NEQAS Računsko določena MIK z 
dodanim indikatorjem AST 
Vizualno določena MIK z 
dodanim indikatorjem AST 
MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija 
C. albicans 9146 ≤0,015 S 0,008 S ≤0,004 S ≥4 R 
C. albicans 526 ≤0,015 S 0,008 S ≤0,004 S ≥4 R 
C. albicans 1206 4 R 4 R ≥4 R ≥4 R 
C. albicans 2938 >8 R >8 R 0,062 S ≥4 R 
C. albicans 2359 ≤0,015 S 0,008 S ≤0,004 S ≥4 R 
C. dubliniensis 1510 <0,015 NI ≤0,12 NI ≤0,004 NI ≤0,004 NI 
C. dubliniensis 3528 ≤0,015 NI 0,008 NI ≤0,004 NI ≤0,004 NI 
C. glabrata 8864 0,25 NI 0,25 NI 0,031 NI 0,125 NI 
C. glabrata 9309 >8 NI 4 NI ≥4 NI ≥4 NI 
C. glabrata 142 0,5 NI 2 NI 0,5 NI 0,5 NI 
C. glabrata 3395 0,125 NI 0,25 NI 0,031 NI 1 NI 
C. glabrata 1861 0,125 NI 0,25 NI 0,062 NI ≥4 NI 
M. guilliermondii 1035 0,06; 0,125 NI 0,06 NI 0,125 NI 0,125 NI 
M. guilliermondii 3394 0,5 NI 0,5 NI 0,125 NI 1 NI 
K. marxianus 2066 ≤0,015 NI 0,008 NI 0,008 NI ≥4 NI 
C. lusitaniae 8863 ≤0,015 NI 0,008 NI ≤0,004 NI ≤0,004 NI 
C. lusitaniae 8707 ≤0,015 NI <0,008 NI ≤0,004 NI ≤0,004 NI 
S, občutljiv; R, odporen; NI, ni interpretacije. 
Se nadaljuje ... 
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Nadaljevanje preglednice 15: Primerjava računsko in vizualno določene MIK z dodanim indikatorjem AST z referenčno vrednostjo za vorikonazol. 
Izolat (NEQAS) Referenčni laboratorij Večina laboratorijev v NEQAS Računsko določena MIK z 
dodanim indikatorjem AST 
Vizualno določena MIK z 
dodanim indikatorjem AST 
MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija 
C. lusitaniae 370 ≤0,015 NI 0,016 NI 0,031 NI 0,031 NI 
C. lusitaniae 1511 ≤0,015 NI 0,008 NI ≤0,004 NI ≥4 NI 
C. lusitaniae 2806 ≤0,015 NI 0,015 NI ≤0,004 NI 0,008 NI 
C. orthopsilosis 2227 0,03; 0,06 NI 0,06 NI 0,062 NI 0,062 NI 
C. parapsilosis 697 0,03 S 0,03 S 0,031 S 0,063 S 
C. parapsilosis 8988 ≤0,015 S 0,016 S 0,008 S 0,016 S 
C. parapsilosis 2937 0,06 S 0,03 S 0,031 S 0,031 S 
C. tropicalis 9147 1 R 1 R 1 R ≥4 R 
C. tropicalis 527 0,25 R 0,5 R 0,125 S 0,25 R 
C. tropicalis 1036 0,125 S ≤0,12 S 0,125 S ≥4 R 
C. tropicalis 2647 0,125 S ≤0,12 S 0,016 S ≥4 R 
C. tropicalis 1862 2 R 4 R 2 R ≥4 R 
I. orientalis 9462 0,5 NI 0,5 NI 0,062 NI 0,125 NI 
I. orientalis 1677 0,25 NI 0,25 NI 0,125 NI 0,062 NI 
I. orientalis 3227 0,25 NI 0,25 NI 0,031 NI 0,062 NI 
S. cerevisiae 8987 0,125 NI 0,06 NI 0,008 NI 0,031 NI 
S. cerevisiae 2358 1 NI 1 NI 0,25 NI ≥4 NI 
R. mucilaginosa 2805 4 NI 4 NI 1 NI ≥4 NI 
T. asahii 1205 0,06 NI 0,03 NI 0,016 NI 0,031 NI 
T. asahii 3527 0,03 NI 0,06 NI 0,016 NI 0,031 NI 
S, občutljiv; R, odporen; NI, ni interpretacije. 
 
 
49 
Obreza A. Primerjava metod za ugotavljanje občutljivosti invazivnih kvasovk za antimikotike. 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
 
Preglednica 16: Primerjava računsko in vizualno določene MIK brez dodanega indikatorja AST z referenčno vrednostjo za vorikonazol (UK NEQAS Microbiology, 
2008a, 2008b, 2008c, 2009a, 2009b, 2009c, 2011a, 2011b, 2011c, 2012a, 2012b, 2012c, 2013a, 2013b, 2014a, 2014b, 2014c, 2015a,  2015b, 2015c, 2016a, 2016b, 
2016c, 2017a). 
Izolat (NEQAS) Referenčni laboratorij Večina laboratorijev v NEQAS Računsko določena MIK brez 
dodanega indikatorja 
Vizualno določena MIK brez 
dodanega indikatorja 
MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija 
C. albicans 9146 ≤0,015 S 0,008 S ≤0,004 S ≤0,004 S 
C. albicans 526 ≤0,015 S 0,008 S ≤0,004 S ≤0,004 S 
C. albicans 1206 4 R 4 R 0,5 R 0,5 R 
C. albicans 2938 >8 R >8 R ≥4 R ≥4 R 
C. albicans 2359 ≤0,015 S 0,008 S ≤0,004 S 0,016 S 
C. dubliniensis 1510 <0,015 NI ≤0,12 NI ≤0,004 NI ≤0,004 NI 
C. dubliniensis 3528 ≤0,015 NI 0,008 NI ≤0,004 NI ≤0,004 NI 
C. glabrata 8864 0,25 NI 0,25 NI 0,031 NI 0,063 NI 
C. glabrata 9309 >8 NI 4 NI ≥4 NI ≥4 NI 
C. glabrata 142 0,5 NI 2 NI 0,5 NI 0,25 NI 
C. glabrata 3395 0,125 NI 0,25 NI 0,062 NI 0,125 NI 
C. glabrata 1861 0,125 NI 0,25 NI 0,008 NI 0,125 NI 
M. guilliermondii 1035 0,06; 0,125 NI 0,06 NI 0,016 NI 0,008 NI 
M. guilliermondii 3394 0,5 NI 0,5 NI 0,031 NI 0,062 NI 
K. marxianus 2066 ≤0,015 NI 0,008 NI ≤0,004 NI 0,008 NI 
C. lusitaniae 8863 ≤0,015 NI 0,008 NI ≤0,004 NI ≤0,004 NI 
C. lusitaniae 8707 ≤0,015 NI <0,008 NI ≤0,004 NI ≤0,004 NI 
C. lusitaniae 370 ≤0,015 NI 0,016 NI ≤0,004 NI ≤0,004 NI 
S, občutljiv; R, odporen; NI, ni interpretacije. 
Se nadaljuje ... 
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Nadaljevanje preglednice 16: Primerjava računsko in vizualno določene MIK brez dodanega indikatorja AST z referenčno vrednostjo za vorikonazol. 
Izolat (NEQAS) Referenčni laboratorij Večina laboratorijev v NEQAS Računsko določena MIK brez 
dodanega indikatorja 
Vizualno določena MIK brez 
dodanega indikatorja 
MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija MIK [mg/L] Interpretacija 
C. lusitaniae 1511 ≤0,015 NI 0,008 NI ≤0,004 NI ≤0,004 NI 
C. lusitaniae 2806 ≤0,015 NI 0,015 NI ≤0,004 NI ≤0,004 NI 
C. lusitaniae 1511 ≤0,015 NI 0,008 NI ≤0,004 NI ≤0,004 NI 
C. lusitaniae 2806 ≤0,015 NI 0,015 NI ≤0,004 NI ≤0,004 NI 
C. orthopsilosis 2227 0,03; 0,06 NI 0,06 NI 0,016 NI 0,031 NI 
C. parapsilosis 697 0,03 S 0,03 S ≤0,004 S 0,008 S 
C. parapsilosis 8988 ≤0,015 S 0,016 S ≤0,004 S ≤0,004 S 
C. parapsilosis 2937 0,06 S 0,03 S 0,008 S 0,008 S 
C. tropicalis 9147 1 R 1 R 0,125 S 0,125 S 
C. tropicalis 1036 0,125 S ≤0,12 S 0,008 S ≤0,004 S 
C. tropicalis 527 0,25 R 0,5 R 0,125 S 0,125 S 
C. tropicalis 2647 0,125 S ≤0,12 S 0,008 S 0,016 S 
C. tropicalis 1862 2 R 4 R 0,25 R 0,25 R 
I. orientalis 9462 0,5 NI 0,5 NI 0,125 NI 0,031 NI 
I. orientalis 1677 0,25 NI 0,25 NI 0,062 NI 0,062 NI 
I. orientalis 3227 0,25 NI 0,25 NI 0,016 NI 0,031 NI 
S. cerevisiae 8987 0,125 NI 0,06 NI 0,016 NI 0,016 NI 
S. cerevisiae 2358 1 NI 1 NI 0,25 NI 0,125 NI 
R. mucilaginosa 2805 4 NI 4 NI 0,062 NI 0,5 NI 
T. asahii 1205 0,06 NI 0,03 NI ≤0,004 NI 0,008 NI 
T. asahii 3527 0,03 NI 0,06 NI ≤0,004 NI ≤0,004 NI 
S, občutljiv; R, odporen; NI, ni interpretacije.
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Slika 10: Prikaz števila izolatov z ustrezno ali neustrezno določeno MIK z interpretacijami z različnimi 
načini določanja MIK za vorikonazol. 
 
Za vorikonazol smo dobili največ ustreznih rezultatov, 84 %, z metodo računskega 
določanja MIK z dodanim indikatorjem AST, sledila je metoda vizualnega določanja 
MIK s spremembo barve indikatorja AST, 76 %, najmanj ustreznih rezultatov, 57 %, pa 
z obema metodama brez dodanega indikatorja AST.
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5 RAZPRAVA 
 
Kandidoza je okužba z raznoliko klinično sliko, od blagih dermatoz do sistemskih okužb 
z visoko stopnjo smrtnosti. Kvasovke rodu Candida so najpogostejše glive, ki jih 
izoliramo iz bolnikov z rakom, so drugi najpogostejši vzrok katetrskih okužb sečil, 
povzročajo pediatrične sepse in bolnišnične okužbe z razvojem kandidemij (Zomorodian 
in sod., 2016). Testiranje občutljivosti gliv se izvaja, ko je možen nastanek sekundarne 
odpornosti proti protiglivnemu zdravilu, v primeru invazivnih in ponavljajočih se okužb, 
ko ne pride do odziva na zdravljenje in takrat, ko ni možno predvideti občutljivosti ob 
identifikaciji. Za določanje MIK protiglivnih zdravil se uporabljajo različne metode, med 
njimi so najbolj zanesljive referenčne dilucijske metode (EUCAST, 2017d). 
 
V naši raziskavi smo se z različnimi metodami določanja MIK poskušali čim bolj 
približati referenčnimi vrednostmi. Uporabili smo komercialno mikrotitrsko ploščico 
(Merlin Diganostika) z liozifiranimi antimikotiki, ki je po navodilih proizvajalca 
primerna za testiranje občutljivosti kvasovk po standardni metodi EUCAST. Občutljivost 
smo določili z dvema mikrodilucijskima metodama, prilagojenima za EUCAST. MIK 
protiglivnih zdravil pri obeh metodah smo odčitali vizualno in s spektofotometrom pri 
dveh različnih valovnih dolžinah. Metoda z računskim določanjem MIK na podlagi 
izmerjene vrednosti OD, pri kateri v gojišče nismo dodali indikatorja AST, je med 
uporabljenimi metodami najboljši približek standardni metodi po EUCAST. 
 
Pri določanju MIK izolatov prihaja do napak. Kot zelo veliko napako smo upoštevali 
rezultat, ko smo odporen izolat napačno interpretirali kot občutljivega, kot veliko napako 
pa rezultat, ko smo občutljiv izolat napačno interpretirali kot odpornega (Pfaller in sod., 
2014). Če smo odporen ali občutljiv izolat napačno interpretirali kot mejno občutljiv, smo 
to upoštevali kot veliko napako. Do napak lahko prihaja zaradi vezave zdravila na plastiko 
mikrotitrske ploščice, izbire neprimerne valovne dolžine, napak v izdelavi gojišča RPMI 
1640 in zaradi specifičnih lastnosti izolatov ali protiglivnih zdravil (Fothergill in sod., 
2016). 
 
EUCAST je določil klinične mejne vrednosti za večino sistemsko delujočih protiglivnih 
zdravil in najbolj pogostih vrst rodu Candida. Interpretacija MIK za druge kombinacije 
vrst gliv in protiglivnih zdravil brez znanih kliničnih mejnih vrednosti je zelo zahtevna. 
Potrebno je upoštevati vse razpoložljive podatke in klinične izkušnje. Iz MIK vseeno 
dobimo nekaj podatkov o občutljivosti. Iz teh podatkov bodo v prihodnosti postavljene 
ECV in klinične mejne vrednosti. Za nekatere vrste rodu Candida in protiglivna zdravila 
so znane epidemiološke mejne vrednosti, s katerimi lahko izolat opredelimo kot divji ali 
nedivji tip (EUCAST, 2017d). 
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5.1 UČINEK OBDELANEGA IN NEOBDELANEGA POLISTIRENA 
 
Pri raziskavi učinka obdelanih in neobdelanih polistirenskih mikrotitrskih ploščic na MIK 
kaspofungina so ugotovili, da uporaba mikrotitrskih ploščic iz obdelanega polistirena 
lahko vodi do napačnih rezultatov, ki so lahko odvisni od vrste izolata. Delež odpornih in 
občutljivih izolatov pri uporabi mikrotitrske ploščice iz neobdelanega polistirena je bil 
podoben kot pri določanju MIK mikafungina. Pri C. albicans se uporaba mikrotitrskih 
ploščic iz obdelanega ali neobdelanega polistirena ni izkazala za pomembno pri 
odkrivanju občutljivih in odpornih izolatov, vendar so določeni MIK pri uporabi 
mikrotitrskih ploščic iz obdelanega polistirena višji kot pri drugih komercialnih metodah 
(Fothergill in sod., 2016).  
 
Vrsta plastike, iz katere je izdelana mikrotitrska ploščica, lahko vpliva na določanje MIK 
polimiksinov, saj se amfifilna zdravila vežejo na polistiren. Stopnja vezave je odvisna od 
sloja, s katerim prevlečejo mikrotitrsko ploščico. V izogib težavam zradi vezave 
protiglivnih zdravil na plastiko uporabljajo nekateri laboratoriji nizke koncentracije 
polisorbata 80 – surfaktanta, ki zmanjša vezavo protiglivnega zdravila na plastiko 
(Fothergill in sod., 2016). 
 
V raziskavi smo uporabili komercialno mikrotitrsko ploščico (Merlin Diagnostika), ki je 
po navodilih proizvajalca primerna za metodo testiranja občutljivosti kvasovk po 
standardu EUCAST. Iz priložene specifikacije ni bilo mogoče ugotoviti, ali je narejena iz 
obdelanega ali neobdelanega polistirena. V primeru, da je bila narejena iz neobedelanega 
polistirena, bi to lahko delno razločilo nizke MIK, ki smo jih dobili pri testiranju 
občutljivosti ehinokandinov. 
 
5.2 IZBIRA VALOVNE DOLŽINE 
 
Za odčitavanje OD se uporabljajo različne valovne dolžine svetlobe. V raziskavi so 
analizirali izmerjene vrednosti OD pri različnih valovnih dolžinah v 5 nm intervalih, od 
380 nm do 760 nm, za fluzitozin, flukonazol, itrakonazol in ketokonazol. Ta interval 
valovnih dolžin svetlobe so izbrali, ker je del vidnega spektra in se najpogosteje uporablja 
v laboratorijih. Uporabili so mikrotirsko ploščico s 96 vdolbinicami, koncentracije 
itrakonazola in ketokonazola so obsegale dilucije od 0,125 mg/L do 16 mg/L ter 
koncentracije flukonazola in flucitozina od 0,125 mg/L do 64 mg/L. Itrakonazol in 
ketokonazol so raztopili v DMSO, flukonazol in flucitozin pa v vodi. Za negativno 
kontrolo so uporabili 200 µL gojišča RPMI 1640, pozitivni kontroli so dodali še 
suspenzijo kvasovk. Uporabili so 5 različnih izolatov vrst rodu Candida. Pri krajših 
valovnih dolžinah je bila vrednost OD negativne kontrole večja kot pri daljših. Vrednost 
OD je naraščala od 380 nm do 435 nm in nato padala do 520 nm. Vrednost je nato 
ponovno rasla z vrhom pri 560 nm in nato padala do 600 nm. Vrednosti OD druge 
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parabole in njen vrh so bile nižje v primerjavi s prvo parabolo in njenim vrhom. Vrednosti 
OD nad 600 nm so bile konstantne. Oblika in vrednost krivulj OD vdolbinic, ki so 
vsebovale itrakonazol in flukonazol, so bile skoraj enake vrednosti negativne kontrole, 
vrednosti ketokonazola in flucitozina pa so bile nekoliko višje kot pri negativni kontroli, 
kar je lahko posledica topila in barve protiglivnega zdravila. Vpliv omenjenih 
antimikotikov je bila minuta na vrednost OD pri katerikoli valovni dolžini od 380 nm do 
760 nm. To bi lahko vplivalo na določanje MIK v primeru, ko je razlika OD med 
pozitivno in negativko kontrolo minimalna. Pri vseh izolatih je bila razlika med OD 
polovice pozitivne kontrole in OD negativne kontrole zmanjšana pri valovnih dolžinah 
med 380 nm in 440 nm in povečana pri vrednostih nad 440 nm z vrhom pri 560 nm in 
stabilna nad 590 nm. Če je OD pozitivne kontrole majhna, je lahko določanje MIK 
težavno in je potrebno upoštevati vpliv ozadja. Pri valovnih dolžinah med 600 nm in 700 
nm je OD ozadja najnižja in razlika med OD negativne in pozitivne kontrole največja. 
(Lee in sod., 2009)  
 
Izmerjene negativne vrednosti valovnih dolžin pri metodi z dodanim indikatorjem AST s 
spektofotometrom Sunrise (Tecan Life Science) pri valovni dolžini 450 nm ni mogoče 
razložiti z izbiro valovne dolžine. Najverjetneje je šlo za napako v nastavitvah 
spektofotometra. 
 
5.3 NAPAKE PRI IZDELAVI RPMI 1640 GOJIŠČA 
 
RPMI je gojišče, ki ga priporočata CLSI in EUCAST za testiranje občutljivosti gliv. Je 
kemijsko definirano gojišče, ki vsebuje točno določene aminokisline, vitamine in soli 
(Shu in sod., 2001; EUCAST, 2017d). EUCAST priporoča pH gojišča 7, ki ga dosežemo 
z dodajanjem MOPS (3-N-morfolin propansulfonska kislina) (EUCAST, 2017d). S 
primerjavo rasti različnih kvasovk v gojišču z dodanim MOPS pri pH 7,4 in 7 ter v gojišču 
z dodanim natrijevim bikarbonatom pri pH 7,4 so ugotovili, da izolati C. albicans, 
I. orientalis in C. glabrata dosežejo zadostno rast po 24-urni inkubaciji v vseh gojiščih. 
Izolat C. parapsilosis doseže zadostno rast po 24-urni inkubaciji samo v gojišču s pH 7, 
ki ima dodan MOPS, C. neoformans pa doseže zadostno rast po 48-urni inkubaciji v 
gojiščih z dodanim MOPS. Izmerjene MIK90 pri pH 7,4 so nekoliko nižje v primeru 
azolov in flucitozina (Gadea in sod., 1997). Pri in vitro testiranju občutljivosti vrst 
C. albicans in C. glabrata pri pH 7, 6, 5 in 4 so ugotovili, da ima pH precejšen vpliv na 
MIK. Pri nižanju pH pride do višanja MIK za flukonazol, amfotericin B, vorikonazol, 
posakonazol in itrakonazol. Nižanje pH nima vpliva na aktivnost oz. stabilnost 
ehinokandinov in flucitozina (Danby in sod., 2012). 
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5.4 INTERPRETACIJA REZULTATOV TESTIRANJA OBČUTLJIVOSTI 
AMFOTERICINA B 
 
S kontrolnima sevoma I. orientalis ATCC 6258 in C. parapsilosis ATCC 22019 smo z 
vsemi metodami določanja MIK dobili ciljno vrednost. Primerjali smo tudi MIK 
amfotericina B in njihovih interpretacij za različne kvasovke, ki so prikazane v 
Preglednici 5 in 6 ter na Sliki 5, z referenčnimi vrednostmi. Ustrezne interpretacije smo 
dobili za vse kvasovke, za katere obstajajo klinične mejne vrednosti. Določena MIK se ni 
razlikovala za več kot 2 dilucije glede na referenčne vrednosti, razen v primeru T. asahii 
1205 in T. asahii 3527. Pri izolatu T. asahii 1205 smo z vsemi metodami določanja MIK 
določili vrednost ≥ 8 mg/L po 48-urni inkubaciji pri 30 °C referenčna vrednost pa je bila 
0,5 mg/L. Pri izolatu T. asahii 3527 smo določili MIK 4 mg/L z metodo računskega 
določanja MIK z dodanim indikatorjem AST, medtem ko je bila referenčna vrednost MIK 
0,5 mg/L. Z ostalimi metodami določanja MIK smo dobili ustrezen rezultat. Ker smo 
imeli samo dva izolata T. asahii in smo le pri enem določili ustrezno vrednost MIK z 
metodami brez dodanega indikatorja AST in z metodo vizualnega določanja MIK s 
spremembo barve indikatorja AST, ne moremo ugotoviti, ali so omenjene metode 
primerne za določanje MIK. T. asahii še nima določenih kliničnih ali epidemioloških 
mejnih vrednosti po standardu EUCAST, zato dobljenih vrednosti MIK ne moremo 
interpretirati. Na podlagi ujemanja dobljenih vrednosti MIK pri kontrolnih sevih in večini 
izolatov kvasovk z referenčnimi rezultati smo ugotovili, da so vse opisane metode 
določanja MIK primerne za antimikotik amfotericin B, razen za kvasovko T. asahii. 
 
5.5 INTERPRETACIJA REZULTATOV TESTIRANJA OBČUTLJIVOSTI 
FLUCITOZINA 
 
Pri kontrolnem sevu I. orientalis ATCC 6258 smo z metodo računskega določanja MIK 
z dodanim indikatorjem AST in metodo vizualnega določanja MIK na podlagi rasti dobili 
ustrezne rezultate, pri kontrolnem sevu C. parapsilosis ATCC 22019 pa z metodo 
vizualnega določanja MIK s spremembo barve indikatorja AST. 
 
EUCAST ni definiral ciljnih vrednosti MIK kontrolnih sevov ali sprejemljivega razpona 
MIK za flucitozin. Prav tako ni določil kliničnih ali epidemioloških mejnih vrednosti, 
zato rezultatov nismo interpretirali. Vrednosti MIK, ki so prikazane v Preglednici 7 in 8 
ter na Sliki 6, smo primerjali z referenčnimi vrednostmi. Največ ustreznih rezultatov, 
96 %, smo določili z metodo vizualnega določanja MIK z dodanim indikatorjem AST. 
Najmanj ustreznih rezultatov, 76 %, pa smo določili z metodama brez dodanega 
indikatorja AST. 
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5.6 INTERPRETACIJA REZULTATOV TESTIRANJA OBČUTLJIVOSTI 
EHINOKANDINIOV 
 
5.6.1 Kaspofungin 
 
EUCAST ni definiral ciljnih vrednosti MIK kontrolnih sevov ali sprejemljivega razpona 
MIK za kaspofungin. Prav tako ni določil kliničnih ali epidemioloških mejnih vrednosti, 
zato rezultatov nismo interpretirali. Vrednosti MIK, ki smo jih določili z različnimi 
metodami, prikazane v Preglednici 9 in 10 ter na Sliki 7, smo primerjali z referenčnimi 
vrednostmi MIK. Največ ustreznih rezultatov, 92 %, smo določili z metodo računskega 
določanja MIK z dodanim indikatorjem AST. Najmanj ustreznih rezultatov, 58 %, pa smo 
določili z vizualnim določanjem MIK s spremembo barve indikatorja AST. Pri omenjeni 
metodi so določene vrednosti MIK višje od referenčnih. 
 
V raziskavah so opazili precejšnje medlaboratorijsko nihanje v razporeditvi MIK 
kaspofungina za večino vrst rodu Candida. Izjema sta C. parapsilosis in 
M. guilliermondii. Najverjetneje je večja stabilnost MIK omenjenih vrst posledica višjih 
koncentracij kaspofungina v vdolbinicah mikrotitrske ploščice zaradi naravno povišanih 
MIK v primerjavi z ostalimi vrstami kandid. V nedavni CLSI analizi rezultatov MIK 
kaspofungina iz 17 različnih laboratorijev so ugotovili nihanje v razporeditvi MIK divjih 
tipov za 9 dilucij – od 0,015 mg/L do 0,5 mg/L. Podobna nihanja so opazili tudi pri 
standardizirani metodi testiranja občutljivosti po EUCAST. Nihanji MIK anidulafungina 
in mikafungina sta bili znotraj dveh dilucij pri primerjavi rezultatov 8 različnih vrst iz 15 
različnih laboratorijev. Vzrok za takšno nihanje vrednosti MIK kaspofungina ostaja 
neznan, vendar bi lahko bil posledica težav s topnostjo in vezave zdravila na plastiko 
vdolbinic mikrotitrskih ploščic, pogojev shranjevanja ali načina odčitavanja MIK. Zaradi 
težav z nihanjem MIK kaspofungina EUCAST trenutno priporoča, da se interpretacija 
anidulafungina uporabi za vse ehinokandine (Espinel-Ingroff in sod., 2013). 
 
5.6.2 Anidulafungin 
 
Pri kontrolnem sevu I. orientalis ATCC 6258 smo določili ustrezno MIK za 
anidulafungin z metodo vizualnega določanja MIK s spremembo barve indikatorja AST, 
kar je prikazano v Preglednici 3 in 4. Z ostalimi metodami smo dobili za eno dilucijo 
prenizke vrednosti. Pri kontrolnem sevu C. parapsilosis ATCC 22019 smo z vsemi 
metodami določanja MIK določili prenizke vrednosti. 
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5.6.3 Mikafungin 
 
Pri kontrolnem sevu I. orientalis ATCC 6258 smo z vsemi metodami določanja MIK 
dobili enake, vendar za eno dilucijo prenizke vrednosti, kar je prikazano v Preglednici 3 
in 4. Pri kontrolnem sevu C. parapsilosis ATCC 22019 smo z vsemi metodami določanja 
MIK prav tako enake, vendar za dve diluciji prenizke vrednosti. Ker smo z vsemi 
metodami določanja MIK dobili enake vrednosti za posamezen kontrolni sev in je šlo za 
nizke koncentracije mikafungina, je lahko prisotna stalna napaka določanja MIK. 
Ustrezne vrednosti MIK bi lahko dobili s korekcijskim faktorjem 2. Da bi se prepričali o 
upravičenosti uporabe korekcijskega faktorja, bi morali večkrat ponoviti testiranje 
kontorlnih sevov. 
 
5.7 INTERPRETACIJA REZULTATOV TESTIRANJA OBČUTLJIVOSTI 
AZOLOV 
 
Pri določanju MIK azolov predstavlja težavo zmanjšana, vendar močno prisotna rast 
izolata (angl. trailing growth) skozi serijo dilucij. Takšna nepopolna inhibicija rasti je 
lahko prisotna pri fungistatičnih protiglivnih zdravilih. Izolati po 24-urni inkubaciji 
izgledajo občutljivi, po 48-urni inkubaciji pa odporni proti azolom. V dveh in vivo 
raziskavah omenjenega fenotipa izolatov vrst rodu Candida pri invazivnih kandidozah so 
ugotovili, da so rezultati 24-urne inkubacije povezani z bolnikovim odzivom na 
zdravljenje. Rezultate so dodatno podprli s kliničnimi podatki bolnikov z orofaringealno 
kandidozo, saj so se takšni izolati gliv odzvali na zdravljenje z nizkimi koncentracijami 
flukonazola (Arthington-Skaggs in sod., 2002). Vzrok za pojav tega učinka še ni 
popolnoma pojasnjen. Ugotovili so, da bi povečanje izražanja genov, ki so odgovorni za 
odpornost proti azolom, lahko vplivalo na ta pojav. Znižanje pH gojišča ≤ 5 lahko 
zmanjša omenjeni učinek. Pomembni so tudi velikost inokuluma, temperatura inkubacije 
in molekularne lastnosti sevov (Zomorodian in sod., 2016). Najmanjši vpliv nepopolne 
inhibicije rasti izolata skozi serijo dilucij so dosegli z gojiščem RPMI 1640 z 2 % glukozo, 
L-glutaminom, brez natrijevega bikarbonata, s pH 7, velikostjo inokuluma 105 CFU/mL 
in 24-urno inkubacijo. V primeru manjšega inokuluma, 103 CFU/mL, in brez dodane 
glukoze ni bilo takšnega ujemanja rezultatov (Cuenca-Estrella in sod., 2001). Izolati s 
takšno rastjo pri temperaturi inkubacije 35 °C izgubijo ta fenotip pri temperaturi 
inkubacije 25 °C ali 42 °C (Agrawal in sod., 2007). Opazimo ga lahko pri 7-22 % vrst 
rodu Candida pri testiranju občutljivosti za flukonazol, 11-29 % vrst rodu Candida pri 
testiranju občutljivosti za itrakonazol in 2-32 % vrst rodu Candida pri testiranju 
občutljivosti za vorikonazol (Ostrosky-Zeichner in sod., 2003). 
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5.7.1 Flukonazol 
 
Pri kontrolnem sevu I. orientalis ATCC 6258 smo z metodama z dodanim indikatorjem 
AST dobili ustrezne vrednosti, z metodama brez dodanega indikatorja AST pa smo dobili 
eno dilucijo nižje vrednosti od sprejemljivega rezultata. Pri kontrolnem sevu 
C. parapsilosis ATCC 22019 smo z vsemi metodami določanja MIK dobili ustrezne 
rezultate. 
 
Pri primerjavi naših rezultatov z referenčnimi rezultati smo dobili največ pravilnih 
rezultatov, 89 %, z metodo vizualnega določanja MIK brez dodanega indikatorja AST, 
najmanj pa z metodo vizualnega določanja MIK s spremembo barve indikatorja AST, kar 
je prikazano v Preglednici 11 in 12 ter na Sliki 8. Z metodo vizualnega določanja MIK 
brez dodanega indikatorja AST smo dobili eno zelo veliko napako, ko smo izolat odporen 
proti flukonazolu napačno interpretirali kot občutljiv. Dobili smo tudi 2 veliki napaki, saj 
smo 2 odporna izolata napačno interpretirali kot občutljiva. MIK, ki smo jo določili, je 
bila za 1 oz. 2 diluciji nižja od referenčne vrednosti, kar je še sprejemljiva vrednost, 
vendar je zaradi tega prišlo do napačne interpretacije. Z metodo računskega določanja 
MIK brez dodanega indikatorja smo dobili skoraj enake rezultate, razlika je najverjetneje 
posledica subjektivnega določanja MIK pri vizualni metodi. Z metodo računskega 
določanja MIK z dodanim indikatorjem AST smo dobili 2 zelo veliki napaki, saj smo 2 
izolata, ki sta bila odporna proti flukonazolu napačno interpretirali kot občutljiva. Dobili 
smo še 4 velike napake pri interpretaciji. 2 občutljiva izolata smo interpretirali kot mejno 
občutljiva, enega odpornega kot mejno občutljivega in enega občutljivega kot odpornega. 
Z metodo vizualnega določanja MIK s spremembo barve indikatorja AST smo dobili 
največ velikih napak, kar 12. Vse so bile zaradi napačnih interpretacij občutljivih izolatov 
kot odpornih ali mejno občutljivih. Azoli imajo fungistatično delovanje, zaradi česar ne 
pride do popolne inhibicije rasti pri višjih koncentracijah flukonazola. Še vedno je 
prisotna dovolj velika rast kvasovk, da povzroči spremembo pH gojišča in s tem tudi 
spremembo barve indikatorja AST. 
 
Za določanje MIK flukonazola je metoda vizualnega določanja MIK s spremembo barve 
dodanega indikatorja AST neprimerna, saj zaradi nepopolne inhibicije rasti kvasovk pride 
do spremembe barve indikatorja AST in dobimo lažno odporne izolate. 
 
5.7.2 Itrakonazol 
 
Pri kontrolnem sevu I. orientalis ATCC 6258 smo z metodo vizualnega določanja MIK s 
spremembo barve indikatorja AST in z metodo vizualnega določanja MIK na podlagi 
rasti brez dodanega indikatorja AST dobili ustrezne vrednosti MIK. Z metodo računskega 
določanja MIK pa smo dobili prenizke vrednosti. Pri kontrolnem sevu C. parapsilosis 
ATCC 22019 smo z vsemi metodami določanja MIK dobili enake, vendar prenizke 
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vrednosti. Ker je šlo za zelo nizke koncentracije itrakonazola, je morda prisotna stalna 
napaka. S korekcijskim faktorjem 2 bi dobili ustrezne rezultate. 
 
Pri primerjanju naših rezultatov MIK z referenčnimi rezultati smo največ ustreznih 
rezultatov, 76 %, dobili z metodo računskega določanja MIK z dodanim indikatorjem 
AST, kar je prikazano v Preglednici 13 in 14 ter na Sliki 9.  S to metodo smo dobili tudi 
2 zelo veliki napaki, ko smo 2 izolata interpretirali kot občutljiva, čeprav sta bila odporna. 
Z metodama brez dodanega indikatorja AST smo dobili primerljive rezultate. Najmanj 
pravilnih rezultatov, 57 %, pa smo dobili z metodo vizualnega določanja MIK s 
spremembo barve indikatorja AST. Dobili smo 4 velike napake, saj smo občutljive izolate 
interpretirali kot odporne. 
 
Za določanje MIK itrakonazola je metoda vizualnega določanja MIK s spremembo barve 
dodanega indikatorja AST neprimerna, saj zaradi nepopolne inhibicije rasti kvasovk pride 
so spremembe barve indikatorja AST in dobimo lažno odporne izolate. 
 
5.7.3 Vorikonazol 
 
Pri kontrolnem sevu I. orientalis ATCC 6258 smo z vsemi metodami določanja MIK 
dobili ustrezne vrednosti. Pri kontrolnem sevu C. parapsilosis ATCC 22019 smo z 
vizualnim določanjem MIK s spremembo barve indikatorja AST in z vizualnim 
določanjem MIK na podlagi rasti brez dodanega indikatorja AST dobili ustrezne 
vrednosti MIK. Z računskim določanjem MIK smo dobili prenizke vrednosti. 
 
Pri primerjanju naših vrednosti MIK z referenčnimi vrednostmi, smo največ ustreznih 
rezultatov, 84 %, dobili z metodo računskega določanja MIK z dodanim indikatorjem 
AST, kar je prikazano v Preglednici 15 in 16 ter na Sliki 10. S to metodo smo dobili tudi 
2 zelo veliki napaki, ko smo 2 izolata interpretirali kot občutljiva, čeprav sta bila odporna. 
Najmanj pravilnih rezultatov glede na MIK, 57 %, smo dobili pri obeh metodah brez 
dodanega indikatorja AST, kjer smo dobili tudi 2 zelo veliki napaki, ko smo 2 izolata 
napačno interpretirali kot občutljiva, čeprav sta bila odporna proti vorikonazolu. Najmanj 
pravilnih interpretacij smo dobili z metodo vizualnega določanja MIK s spremembo barve 
indikatorja AST. Dobili smo 5 velikih napak, ko smo občutljive izolate napačno 
interpretirali kot odporne.  
 
Za določanje MIK vorikonazola je metoda vizualnega določanja MIK s spremembo barve 
dodanega indikatorja AST neprimerna, saj zaradi nepopolne inhibicije rasti kvasovk pride 
do spremembe barve indikatorja AST in dobimo lažno odporne izolate ter največje 
kategorično neujemanje rezultatov z referenčnimi rezultati. 
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5.7.4 Posakonazol 
 
Pri kontrolnem sevu I. orientalis ATCC 6258 smo z metodami vizualnega določanja MIK 
in metodo računskega določanja MIK z dodanim indikatorjem AST dobili ustrezne 
vrednosti, kar je prikazano v Preglednici 4. Z metodo računskega določanja MIK brez 
dodanega indikatorja AST smo dobili prenizke vrednosti. Pri kontrolnem sevu 
C. parapsilosis ATCC 22019 smo z vsemi metodami določanja MIK dobili prenizke 
vrednosti, kar je prikazano v Preglednici 3. 
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6 SKLEPI 
 
 Za določanje MIK amfotericina B so primerne vse metode določanja MIK, razen 
za kvasovko T. asahii. 
 
 Za določanje MIK flucitozina je najprimernejša metoda vizualnega določanja 
MIK s spremembo barve indikatorja AST. 
 
 Za določanje MIK kaspofungina je najprimernejša metoda računskega določanja 
MIK z dodanim indikatorjem AST. 
 
 Za določanje MIK flukonazola sta najprimernejši metodi računskega in 
vizualnega določanja MIK brez dodanega indikatorja AST. 
 
 Za določanje MIK itrakonazola sta najprimernejši metodi računskega določanja 
MIK z dodanim indikatorjem AST in vizualnega določanja MIK brez dodanega 
indikatorja AST. 
 
 Za določanje MIK vorikonazola so primerne vse metode določanja MIK, razen 
metoda vizualnega določanja MIK s spremembo barve indikatorja AST. 
 
 Pri določanju MIK ehinokandinov smo dobili prenizke vrednosti v primerjavi s 
kontrolnimi sevi in bi jih lahko popravili z uporabo korekcijskega faktorja 2. 
 
 Pri azolih smo dobili z vizualnim odčitavanjem s spremembo barve indikatorja 
AST kategorično neprimerljive rezultate z referenčnimi rezultati. 
 
 Med različicami mikrodilucijske metode prilagojenimi po referenčni metodi po 
EUCAST nismo našli metode, ki bi bila primerna za testiranje občutljivosti vseh 
v raziskavo vključenih antimikotikov. 
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7 POVZETEK 
 
Glivne okužbe predstavljajo enega izmed večjih globalnih zdravstvenih problemov. 
Najbolj zahtevne so oportunistične okužbe pri bolnikih z oslabljenim imunskim 
sistemom. To so bolniki, ki so hospitalizirani na enotah intenzivne terapije, s 
hematološkimi malignimi boleznimi, po presaditvi krvotvornih matičnih celic in organov, 
drugi bolniki na imunosupresivni terapiji, okuženi z virusom HIV in bolniki, ki se 
zdravijo s kemoterapijo.  
 
Kandidoza je glivna okužba, ki jo povzročajo glive iz rodu Candida. Največkrat 
povzročajo omejene okužbe sluznic urogenitalnih in prebavnih poti, redko pa invazivno 
okužbo, ki se kaže kot kandidemija ali okužba s prizadetostjo notranjih organov in tkiv. 
Dokazano je, da zgodnje odkrivanje in zdravljenje pomembno zmanjšata smrtnost 
bolnikov z invazivno kandidozo. Smrtnost bolnikov s kandidemijo je po 30 dneh od 
postavitve diagnoze 52–75 %. 
 
Glavni namen testiranja občutljivosti je izbor ustrezne terapije glede na dani izolat. 
Metode odkrivanja odpornih sevov imajo tudi velik epidemiološki pomen. Pri obeh 
sistemih, EUCAST in CLSI, so opredeljene mejne vrednosti za nekatere vrste gliv in 
protiglivna zdravila. 
 
Občutljivost kvasovk testirajo v večini laboratorijev s komercialnimi testi, kot sta E-test 
in Vitek 2. EUCAST in CLSI priporočata uporabo referenčnih dilucijskih metod in 
odčitavanje rezultatov s pomočjo spektofotometra. V naši raziskavi smo uporabili 
komercialno mikrotitrsko ploščico (Merlin Diagnostika) s 96 vdolbinicami, ki so 
vsebovale devet liozifiranih protiglivnih zdravil. Z modifikacijami smo se poskušali čim 
bolj približati referenčni mikrodilucijski metodi po EUCAST. S pomočjo MIK lahko 
opredelimo izolat kot občutljiv ali odporen na dva načina, epidemiološkega in kliničnega.  
 
Pri epidemiološki opredelitvi je izolat opredeljen kot občutljiv, če njegovo rast inhibira 
nižja koncentracija zdravila kot divji tip, in kot odporen, če njegovo rast inhibira višja 
koncentracija zdravila kot divji tip. Epidemiološke mejne vrednosti nam omogočajo vsaj 
delno vrednotenje rezultatov in vitro testiranja občutljivosti tistih vrst izolatov, ki še 
nimajo natančno izdelane interpretacijske sheme. Na podlagi ECV lahko v takih primerih 
sklepamo na terapevtsko učinkovitost protiglivnega zdravila. 
 
Glede na klinično opredelitev se izolate opredeli kot občutljive, če je zdravilo primerno 
za zdravljenje okužbe z dotičnim izolatom in je povezano z veliko verjetnostjo ozdravitve, 
kot mejno občutljive, če je zdravilo najverjetneje primerno za zdravljenje, in kot odporne, 
če zdravilo ni primerno za zdravljenje oziroma je verjetnost neuspeha zdravljenja velika. 
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Do napak lahko pri določanju MIK z mikrodilucijo prihaja zaradi vezave zdravila na 
plastiko mikrotitrske ploščice, izbire neprimerne valovne dolžine, napak v izdelavi 
gojišča RPMI 1640 in zaradi specifičnih lastnosti izolatov ali protiglivnih zdravil.  
 
Občutljivost smo določili z mikrodilucijsko metodo z dodanim indikatorjem AST in 
metilenskim modrilom, po prirejeni standardni metodi EUCAST. MIK protiglivnih 
zdravil smo pri obeh različicah metode odčitali vizualno in s spektofotometrom pri 
valovni dolžini 450 nm in 492 nm. Ugotovili smo, da merjenje OD pri valovni dolžini 
450 nm ni primerna metoda za določanje MIK in da je najprimernejša metoda za 
določanje MIK odvisna od kombinacije izolata kvasovke in antimikotika. 
 
Za določanje MIK amfotericina B so primerne vse različice metode določanja MIK, razen 
za kvasovko T. asahii. Pri azolih smo dobili z vizualnim odčitavanjem s spremembo barve 
indikatorja AST kategorično neprimerljive rezultate z referenčnimi rezultati. Pri 
določanju MIK ehinokandinov, smo dobili prenizke vrednosti, ki bi jih lahko popravili z 
uporabo korekcijskega faktorja 2. 
 
Med različicami mikrodilucijske metode prilagojenih po EUCAST se nobena ni izkazala 
za primerno za testiranje občutljivosti vseh v raziskavo vključenih antimikotikov in bila 
primerna za rutinsko uporabo. 
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